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ABSTRAKT 
 
V této práci byly testovány magnetické nosiče funkcionalizované streptavidinem  
při selektivní izolaci DNA. Metoda selektivní izolace DNA byla testována s využitím DNA 
probiotického kmene Lactobacillus paracasei subsp. paracasei CCDM 211/06.  
Na nosiče s navázaným streptavidinem byl imobilizován biotinylovaný oligonukleotid  
a využit jako DNA sonda pro izolaci komplementárního řetězce DNA pomocí DNA/DNA 
hybridizace. Jako DNA sonda byl testován primer R 5´ bio a biotinylovaný denaturovaný 
PCR produkt specifický pro druh Lb. paracasei. Byly optimalizovány následující 
experimentální podmínky selektivní izolace DNA: teplota a doba hybridizace, množství 
DNA, eluce DNA z mikročástic. Izolace DNA byla ověřena pomocí PCR s rodově 
specifickými primery. Byl amplifikován rodově specifický PCR produkt o velikosti 250 bp, 
který byl prokázán pomocí gelové elektroforézy na agaróze. Použitý postup byl úspěšně 
použit při selektivní izolaci DNA Lactobacillus z komplexního vzorku doplňku stravy  
(BIFI pangamin). 
 
 
 
ABSTRACT 
 
In this work the functionalised magnetic particles were tested with streptavidin to selective 
DNA isolation. The method of selective DNA isolation was tested by using DNA probiotic 
strain Lactobacillus paracasei subsp. paracasei CCDM 211/06. A test was done on the 
biotinyl oligonucleotic particles, which was immobilised by containing streptavidin and it was 
used like a DNA probe for isolation complementary DNA chain by means of DNA/DNA 
hybridization. The primer R 5´ bio and the biotinyl denatured specific PCR product were 
tested for species Lb. paracasei as a DNA probe. These following experimental conditions 
were optimized for selective DNA isolation: temperature and time of hybridization, amount of 
DNA and the release of DNA from microspheres. Isolation of DNA was verified by PCR with 
specific generic primers. The specific generic PCR product was amplified in extent 250 bp, 
which was detected by using electrophoresis in agarose gel. This optimized method was 
successfully used in selective isolation of DNA Lactobacillus from a complementary sample 
of supplementary food (BIFI pangamin). 
 
 
 
 
 
KLÍČOVÁ SLOVA 
magnetické nosiče, selektivní izolace DNA, probiotika, bakterie mléčného kvašení,  
rod Lactobacillus  
 
KEYWORDS 
magnetic particles, selective isolation of DNA, probiotics, lactic acid bacteria,  
genus Lactobacillus  
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1 ÚVOD 
 
Mikroorganismy mají v přírodě i v životě člověka velmi významnou roli, neboť jsou 
jedním z hlavních činitelů ovlivňujících tvorbu a zachování biologické rovnováhy v přírodě. 
V posledních desetiletích je velká pozornost věnována pozitivním účinkům mikroorganismů 
na zdraví člověka. Některé prospěšné vlastnosti mikroorganismů, především ty, které jsou 
výhodné v potravinářském průmyslu, jsou známy již tisíce let. V současnosti je ale využití 
mikroorganismů mnohem širší. Zvláště probiotika a probiotické mikroorganismy patří 
k tématům, které stojí v popředí zájmu vědců.   
Termín probiotika se začal používat pro označení živých mikrobiálních buněk,  
které mohou být podávány různým živočichům včetně člověka a jejichž cílem je podpora 
zdraví konzumenta. Mezi nejvýznamnější mikroorganismy s probiotickými vlastnostmi jsou 
řazeny především zástupci bakterií mléčného kvašení. 
Z uvedených poznatků vyplývá potřeba pokračovat ve výzkumu probiotických  
i potenciálně probiotických mikroorganismů. Odhalovat na vědecké bázi mechanismy 
působení jednotlivých mikrobiálních kmenů, prokazovat jejich vliv na zdraví člověka  
a v neposlední řadě také vyvíjet technologie umožňující výrobu nových produktů obsahující 
co nejvyšší množství živých a funkčních probiotik.  
Veškeré toto úsilí různých vědeckých odvětví, zvláště mikrobiologie, medicíny, 
potravinářství a molekulární biologie směřují k zajištění komplexního řešení problému 
s využitím nejmodernějších postupů v zájmu ochrany lidského zdraví. Nezastupitelnou roli 
zde hraje i molekulární diagnostika. 
Molekulární diagnostika biomolekul, jako jsou i nukleové kyseliny, je závislá na jejich 
izolaci bez kontaminujících složek z komplexní biologické matrice (např. potravin).  
Proto jsou vyvíjeny nové materiály, technologie a postupy, jak izolace uvedených 
makromolekul co nejvíce zefektnit a urychlit. Nový, rozvíjející se trend v oblasti separačních 
technik biomakromolekul představují magnetické separační techniky využívající magnetické  
mikro- a nanočástice s vhodnými imobilizovanými ligandy. Jejich použití je zvláště výhodné 
při práci v heterogenních systémech, včeně izolace minoritních složek z komplexních systémů 
bez předchozí úpravy vzorku.  
Cílem této práce bylo testovat komerčně dostupné magnetické skleněné a nově 
syntetizované PGMA-NH2-STV mikročástice pro selektivní izolaci DNA probiotických 
bakterií mléčného kvašení (rod Lactobacullus). Pincipem testované metody je imobilizace 
biotinylované DNA sondy (vazba streptavidin – biotin) a její využití pro izolaci 
komplementárního řetězce DNA pomocí DNA/DNA hybridizace.  
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2 SOUČASNÝ STAV ŘEŠENÉ PROBLEMATIKY 
2.1 Probiotika 
Probiotika se někdy též nazývají bioterapeutická agens [1]. Termín probiotikum pochází  
z řečtiny a v překladu znamená „pro život“ [2]. Poprvé jej použili v roce 1965 Lilly 
a Stillwell. Termín „probiotické vlastnosti“ se vztahoval k jevu pozorovaném při společné 
kultivaci dvou mikroorganismů, při kterém látka produkovaná jedním mikroorganismem 
stimulovala růst mikroorganismu druhého [3]. Probiotika ve významu, v jakém je známe 
dnes, poprvé definoval roku 1989 R. Fuller [2]. 
Probiotika jsou charakterizována jako „živé mikroorganismy, které jsou po požití v určitém 
množství prospěšné zdraví, nad rámec vlastní základní výživy“ [1] nebo jako „životaschopné 
preparáty v potravě nebo doplňcích stravy zlepšující zdraví člověka a zvířat“ [4]. Ačkoliv 
definice uvádí, že se jedná o organismy živé, bylo japonskými vědci prokázáno, že k vyvolání 
zdraví prospěšného efektu mohou postačovat také mrtvé mikroorganismy nebo pouze části 
jejich buněk [2]. 
Pro běžnou spotřebu je komerčně vyráběno mnoho probiotických produktů. Nejčastějším 
způsobem podávání probiotik jsou fermentované mléčné výrobky a doplňky stravy [2].  
2.1.1 Doplněk stravy 
Definice doplňků stravy jsou uvedeny jednak v zákoně o potravinách, jednak ve směrnici 
EU. Jde o potraviny určené k přímé spotřebě, jejichž účelem je doplňovat běžnou stravu  
a které se odlišují od potravin pro běžnou spotřebu vysokým obsahem vitaminů, minerálních 
látek nebo jiných látek s nutričním (výživovým) či fyziologickým účinkem. Cílem je doplnění 
běžné stravy na úroveň příznivě ovlivňující zdravotní stav konzumenta (přesná citace definic 
obou zmíněných předpisů je uvedena v příloze 1). Je třeba zdůraznit, že doplňky stravy nesmí 
být zaměňovány s léčivy, léčivými přípravky nebo léčivou látkou [5].  
Některé doplňky stravy mohou mít příznivé účinky, zdravotní problém  
ale nikdy zcela nevyřeší. Doplňky stravy neléčí. Rozdíl mezi lékem a doplňkem stravy je také 
v podmínkách, které musí splňovat, než jsou uvedeny na trh. Zatímco léky musí  
před schválením, které provádí Státní ústav pro kontrolu léčiv, projít časově a finančně 
náročnými klinickými studiemi, v nichž se posuzuje indikace, kontraindikace, kvalita  
i dávkování pro jednotlivé věkové skupiny obyvatelstva. Doplňky stravy jsou ministerstvem 
zdravotnictví pouze notifikovány. Pokud obsahují vitaminy a minerální látky povolené 
příslušnou vyhláškou (č. 446/2004 Sb., kterou se stanoví požadavky na doplňky stravy),  
stačí před uvedením na trh zaslat na ministerstvo text české etikety výrobku. Pokud obsahují  
i jiné látky, vyžaduje si ministerstvo odborný posudek Státního zdravotního ústavu. Ten však 
posuzuje pouze bezpečnost složek doplňku stravy, nikoliv jejich účinnost. Ani tehdy se však 
nezjišťuje, zda výrobek neobsahuje ještě jiné látky, než deklaruje, či zda je deklarovaných 
látek skutečně tolik, kolik je uvedeno na obale [6]. 
Probiotické kmeny bakterií mohou vyvolávat efekt lokálně, poté co dojde ke kolonizaci 
zažívacího traktu, nebo pouhým průchodem přes zažívací trakt. Přesto probiotika musí 
působit v dosatečném množství, všeobecně se uvádí denní dávka nejméně 109 KTJ  
(kolonie tvořící jednotky) [2]. Z výše uvedených důvodů věnuje Státní zemědělská  
a potravinářská inspekce doplňkům stravy zvýšenou pozornost. V minulém roce (2008) 
provedla několik kontrol, které se na ně tematicky zaměřovaly.  
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Poslední z nich, která skončila na konci prosince 2008, mimo jiné odhalila, že velké množství 
doplňků stravy obsahuje méně účinných látek, než je deklarováno na obale, popř. je 
neobsahuje vůbec. Laboratorní rozbory to potvrdily u 32 % odebraných vzorků [6]. 
2.1.2 Kritéria pro výběr mikroorganismů s probiotickými vlastnostmi 
Vliv probiotických kmenů na zdraví musí být vědecky ověřen [2]. Pro práci s novými 
kmeny mikroorganismů byla určena přísná pravidla [4]. Každý kmen musí být testován 
nezávisle, samostatně a nelze extrapolovat jeho vlastnosti na kmeny příbuzné. Probiotický 
kmen musí být před svým užitím dobře definován, musí být prostudovány jeho biochemické 
vlastnosti a další vlastnosti. Všechny výsledky, které navíc podléhají kontrolním studiím, 
musí být potvrzeny nezávislými vědeckými skupinami a publikovány ve vědecké 
literatuře [4]. 
Aktuální bezpečnostní kritéria probiotik jsou taková, že kmeny pro lidské užívání musí být 
izolovány ze zdravého lidského gastrointestinálního traktu, musí být nepatogenní,  
nesmí způsobit nějaké onemocnění a nesmí přenášet geny (horizontální přenos) kódující 
rezistenci na antibiotika [7].  
Po splnění předchozích podmínek jsou u každého nového kmene testovány jeho vlastnosti 
na laboratorních zvířatech (nejčastěji myš, prase) nebo na dynamických modelech 
gastrointestinálního traktu in vitro [8]. Obecně se jedná např. o schopnost překonávat vliv 
nepříznivého prostředí v žaludku člověka, t.j. nízká hodnota pH, přítomnost HCl, 
proteolytických enzymů – zejména lysozymu, který způsobuje lyzi některých bakterií.  
V zažívacím traktu pak musí snášet žlučové kyseliny a nízké povrchové napětí.  
Významným selekčním faktorem, který probiotické bakterie musí překonat, je peristaltika 
střev, potažmo rychlost, s kterou přechází potravinový materiál trávícím a zažívacím traktem 
člověka. Přes to všechno musí adherovat na buňky střevního epitelu a kolonizovat jej [9]. 
Přežívání jogurtových bakterií při průchodu lidským zažívacím traktem je věnována velká 
pozornost. Přežívání bakteriálních druhů v lidské stolici se stanovuje kultivací  
na selektivním médiu. Toto přežívání bylo prokázáno. Z 39 vzorků získaných ze 13 zdravých 
jedinců, kteří po dobu 12 dní konzumovali čerstvý jogurt, 32 vzorků obsahovalo živé buňky 
S.  thermophilus (střední hodnota 6,3 x 104 KTJ na gram stolice) a 37 vzorků Lb. delbrueckii 
(střední hodnota 7,2 x 104 KTJ na gram stolice) [10]. 
Zároveň bakterie musí být schopné překonat různé stresové podmínky v průběhu výroby  
a zachovat si metabolickou aktivitu a životaschopnost po přiměřenou dobu skladování 
produktů [1]. 
2.1.3 Probiotické mikroorganismy 
Jako probiotika jsou používány různé mikroorganismy, nejčastěji se jedná o bakterie 
mléčného kvašení (BMK) (viz. kapitola 2.2). V posledních letech byly popsány další 
probiotické nebo potenciálně probiotické mikroorganismy, mezi nimi jsou kvasinky i bakterie 
rodu Bacillus a Escherchia [2]. 
2.1.4 Účinek probiotik na zdraví člověka 
Neporušený střevní epitel s normální mikroflórou představuje fyziologickou bariéru,  
která chrání hostitelský organismus před nemocí a podporuje správnou funkci střeva. Jestliže 
jsou střevní buňky nebo mikroflóra porušeny patogenními mikroorganismy, antigeny a jinak 
škodlivými látkami z lumen střeva, dojde k narušení nebo ke změně permeability  
a v důsledku toho ke vzniku např. zánětu [11]. 
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Prospěšné vlastnosti probiotických kmenů, jenž byly prokázány, jsou následující: 
• Pozitivně ovlivňují střevní mikroflóru. 
Opakovaně bylo pozorováno, že Lb. rhamnosus zkracuje dobu trvání novorozeneckých 
rotavirových průjmů a průjmů spojených s antimikrobiální léčbou. Podobné účinky byly 
zaznamenány i u druhu Lb. casei [11]. 
• Zmírňují nesnášenlivost k laktose. 
Ve fermentovaných mléčných výrobcích je obsah laktosy nižší díky tomu, že je částečně 
hydrolyzována bakteriemi již v průběhu kvašení [4]. Po požití výrobku mohou být probiotika 
lyzována žlučí v tenkém střevě, přičemž se uvolňuje enzym rozkládající laktosu [2]. 
• Redukují růst bakteriálního druhu Helicobacter pylori. 
In vitro byla prokázána u bakterií mléčného kvašení (Lb. acidophilus) inhibice H. pylori 
(původce gastritidy) a produkce látek potlačující růst této bakterie [4]. 
• Regulují motilitu střev. 
• Redukují množství cholesterolu v séru. 
Bifidobakterie vykazují schopnost enzymaticky dekonjugovat žlučové kyseliny,  
a tím regulovat hladinu cholesterolu v krvi hostitele. Cholesterol jako prekurzor žlučových 
kyselin se konvertuje na molekuly těchto kyselin a jeho hladina v krvi se tímto snižuje [12]. 
• Působí jako prevence před vznikem střevní a močové infekce. 
Některé klinické studie poukazují na schopnost probiotických bakterií snížit recidivy 
urogenitálních infekcí u žen, způsobené bakteriemi nebo zástupci rodu kvasinek Candida. 
Největší účinek na onemocnění mají zástupci rodu Lactobacillus, zvláště laktobacily 
produkující peroxid vodíku [12].  
• Působí jako prevence před vznikem rakoviny tlustého střeva. 
Několika studiemi bylo potvrzeno, že konzumace některých druhů laktobacilů  
tlumí aktivitu enzymů, které přeměňují prokancerogeny na kancerogeny.  
Zda se však tímto snižuje riziko vzniku kolorektální rakoviny zůstává objektem výzkumu.  
Většina současných studií se ale shoduje v tom, že pravidelná konzumace fermentovaných 
výrobků snižuje riziko vzniku některých typů rakoviny [2]. 
• Zmírňují zánětlivé reakce. 
Pouchitida, Crohnova choroba a další idiopatická střevní onemocnění jsou provázeny 
modifikací střevní mikroflóry, což vede k následnému onemocnění střevního traktu. Velkou 
roli v profylaxii a terapii těchto zánětlivých onemocnění hrají probiotika, která upravují 
podmínky ve střevě [12]. 
• Stimulují imunitní systém. 
Probiotické bakterie zvyšují specifickou i nespecifickou imunitu organismu různými 
mechanismy jako např. aktivací makrofágů, zvýšení hladiny cytokinů, zvýšení aktivity NK 
buněk (přirozené zabíječe), zvýšení hladiny imunoglobulínů (zvláště sekrečního IgA) [12]. 
• Působí jako prevence vůči potravinovým alergiím. 
Předpokládané mechanismy účinku těchto probiotik jsou dány schopností zamezit dalšímu 
zvýšení propustnosti střevní sliznice. Zvyšují tvorbu specifických protilátek IgA 
produkovaných ve střevě, podporují funkci střevní bariéry a vedou ke zvýšení produkce 
transformujícího růstového faktoru TGF – β, interleukinu 10 a cytokinů, které podporují 
produkci IgE protilátek. Byl zaznamenán zřetelný pokles symptomů alergie u lidí 
konzumujících jogurty s probiotickými bakteriemi. Nicméně, mechanismy, pomocí nichž tyto 
probiotické kmeny fungují jako imunomodulátory, nejsou dostatečně prostudovány [13].  
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2.1.5 Rizika 
2.1.5.1 Sepse vyvolané probiotickými druhy bakterií 
Druhy rodu Lactobacillus byly vzácně identifikovány jako příčina endokarditid  
u dospělých lidí (u dětí byly popsány jiné formy sepsí), kteří neužívali probiotika. Existuje 
několik zpráv o bakteriálních sepsích dávaných do souvislosti s užíváním probiotických 
doplňků stravy. Mezi patogenními a probiotickými kmeny nebyly nalezeny pomocí pulzní 
gelové elektroforézy žádné rozdíly v restrikčních fragmentech chromosomální DNA. Někdy 
ovšem byly ve střevní mikroflóře zdravých jedinců nalezeny jak probiotické  
tak patogenní kmeny. Z tohoto důvodu nebyl zdroj infekce vždy potvrzen [14].   
Všechny případy bakteriémií způsobených probiotickými bakteriemi postihly pacienty 
se základním imunitním deficitem, chronickým onemocněním nebo jiným oslabením. Žádná 
práce nepopisuje sepsi spojenou s užíváním probiotik zdravými osobami. Většina příznaků 
probiotických sepsí ustoupila po vhodné antimikrobiální terapii, ale v některých případech 
se u pacientů vyvinul septický šok nebo byl výsledek sepse fatální. Nicméně tato úmrtí byla 
s větší pravděpodobností způsobena vlastním onemocněním než probiotickou sepsí [14].   
2.1.5.2 Mikrobiální rezistence vůči antibiotikům 
Probiotika, která konzumujeme s potravou, většinou kolonizují lidské střevo přechodně. 
Přesto existují obavy možného přenosu genů kódujících antimikrobiální rezistenci 
z probiotických kmenů na patogenní bakterie střevní mikroflóry, zvláště na enterokoky 
a Staphylococcus aureus [14]. Některé druhy Lactobacillus jsou přirozeně rezistentní 
na vankomycin - jedno z antibiotik podávaných při onemocnění multirezistentními patogeny. 
Geny, kódující tuto rezistenci jsou chromosomální, proto jejich přenos není tak snadný [14]. 
Ačkoli antibiotická rezistence kódována plazmidy není u laktobacilů obvyklá,  
může se vyskytnout. U takových kmenů musí být zvážena jejich bezpečnost. Jakmile se zjistí, 
že může dojít k horizontálnímu přenosu genů kódujících rezistenci na antibiotikum  
mezi fylogeneticky odlišnými bakteriemi, kmeny nesoucí tyto geny nesmí být využívány  
ani jako lidská a ani jako zvířecí probiotika [15].  
 
2.2 Bakterie mléčného kvašení 
2.2.1 Historie 
Bakterie mléčného kvašení se objevily přibližně před 3 bilióny let, pravděpodobně dříve 
než fotosynthetické cyanobakterie. Jejich skutečné rozšíření pak probíhalo při postupném 
evolučním vývoji savců, což je před 65 miliony let. Nicméně, první registrované používání 
BMK přichází až z objevu malých nádob blízko Neufchatelova jezera, datovaných přibližně 
do roku 3 000 před naším letopočtem. Od této doby byl člověk schopný kontrolovat mléčné 
srážení. Tyto bakterie pak byly rychle používány a přispívaly na produkci rozličných 
potravních produktů jako sýr, chleba, maso [16]. 
Příznivý účinek bakterií mléčného kvašení na člověka poprvé popsal Döderlein (1892), 
který zjistil, že některé bakterie, vyskytující se ve vagíně člověka, produkující kyselinu 
mléčnou, zabraňují růstu patogenů. Roku 1908 vyzvedl účinek těchto bakterií Ilya 
Metchnikoff. Považoval za pravděpodobné, že dlouhověkost u člověka může být zapříčiněna 
vysokým příjmem fermentovaných mléčných produktů [17].  
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2.2.2 Obecné vlastnosti 
V klasické monografii Dána Orla – Jensena (1919) pojednávající o bakteriích mléčného 
kvašení se hovoří: „Pravé bakterie mléčného kvašení tvoří velkou přirozenou skupinu 
nepohyblivých, nesporulujících, grampozitivních koků i tyčinek, které fermentují sacharidy  
za mikroaerofilních podmínek a tvoří přitom hlavně kyselinu mléčnou“. Tato koncepce 
bakterií mléčného kvašení je v podstatě platná dodnes [18]. 
Tyto chemoorganotrofní čili chemoheterotrofní mikroorganismy získávají energii oxidací 
organických sloučenin, jichž využívají taktéž jako zdroje uhlíku a vodíku k syntéze  
své buněčné hmoty [19]. Bakterie mléčného kvašení produkují kyselinu mléčnou jako hlavní 
nebo jediný fermentační produkt. Postrádají porfyriny, tak jsou katalasa negativní, a nejsou 
schopné přenášet cytochrom dependentní oxidační elektrony zpět do transportních reakcí. 
Postrádají Krebsův cyklus a opatřují si energii fosforylací. Nicméně nejsou striktně 
anaerobní [20]. 
2.2.3 Biosyntéza kyseliny mléčné 
Mléčné kvašení je společným znakem všech BMK. Pozoruhodné je, že probíhá stejným 
mechanismem jak u zmíněných bakterií, tak i ve svalové tkáni lidí a zvířat. Proto se někdy 
nazývá glykolysou svalovou nebo depolymerační. BMK se mohou dělit podle hlavních 
a vedlejších terminálních fermentačních produktů [21]. 
Kyselina mléčná může být produkována dvěma rozdílnými fermentačními procesy,  
a to homofermentativní nebo heterofermentativní fermentací. Typ fermentace je závislý 
od druhu přítomných mléčných bakterií [21]. 
Nejčastějšími výchozími substráty pro fermentaci jsou sacharidy a jejich deriváty  
nebo meziprodukty jejich metabolismu: fermentovány mohou být polysacharidy (škrob, 
glykogen, celulosa, chitin), disacharidy (sacharosa, laktosa, maltosa) i monosacharidy (hexosy 
glukosa, fruktosa, galaktosa i pentosy arabinosa, xylulosa, ribosa). Z derivátů sacharidů jsou 
využívány kyseliny (glukonová, galakturonová) nebo polyalkoholy (glycerol, mannitol).  
Poly- a disacharidy se nejprve štěpí na monosacharidy, které se přeměňují na glukosu,  
z níž pak vlastní odbourávání vychází. Při fermentaci sacharidů jde nejčastěji o modifikace 
nebo prodloužení glykolysy (Tab. 1), v omezeném počtu případů též o využití reakcí 
pentosového cyklu nebo Entnerovy – Doudoroffovy dráhy [22]. 
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Tab. 1: Tabulkové schéma průběhu glykolysy [22]. 
Reakce Typ reakce Enzym 
1. Přeměna glukosy na vhodný donor atomů vodíku, glyceraldehyd-3-fosfát 
glukosa + ATP → glukosa-6-fosfát + ADP + H+ fosforylace hexokinasa 
glukosa-6-fosfát ↔ fruktosa-6-fosfát isomerace glukosafosfátisomerasa 
fruktosa-6-fosfát + ATP ↔ 
↔  fruktosa-1,6-bisfosfát + ADP + H+ fosforylace 6-fosfofruktokinasa 
fruktosa-1,6-bisfosfát ↔  
↔ dihydroxyacetonfosfát + glyceraldehyd-3-fosfát 
aldolové 
štěpení aldolasa 
dihydroxyacetonfosfát ↔ glyceraldehyd-3-fosfát isomerace triosafosfátisomerasa 
2. Dehydrogenace glyceraldehyd-3-fosfátu 
glyceraldehyd-3-fosfát + Pi + NAD+ ↔ 
↔ 1,3-bisfosfoglycerát + NADH + H+ 
fosforylace 
spojená s 
oxidací 
glyceraldehyd-3- 
-fosfátdehydrogenasa 
1,3-bisfosfoglycerát + ADP + H+ ↔ 
↔ 3-fosfoglycerát + ATP fosforylace fosfoglycerátkinasa 
3. Vznik pyruvátu 
3-fosfoglycerát ↔ 2-fosfoglycerát isomerace fosfoglycerátmutasa 
2-fosfoglycerát ↔ fosfoenolpyruvát + H2O dehydratace enolasa 
fosfoenolpyruvát + ADP + H+ → pyruvát + ATP fosforylace pyruvátkinasa 
 
2.2.3.1 Homofermentace 
Homofermentativní proces (Obr. 1) je vlastní BMK utilizujících glukosu podle EMP 
schématu. EMP cesta metabolismu cukrů vede k produkci kyseliny mléčné jakožto jediného 
koncového produktu [23], pyruvát je konečným příjemcem elektronů. Během fermentace 
vznikají 2 molekuly ATP na molekulu glukosy, právě tak jako při produkci alkoholu [21].  
Homofermentativní fermentací se však v praxi nikdy nedosáhne 100 % konverze,  
jelikož se kromě biomasy může tvořit různé množství vedlejších produktů jako je ethanol, 
octová kyselina, mravenčí kyselina, CO2 a další. Fermentace s výtěžkem vyšším než 80 % 
teoretické hodnoty jsou považovány za homofermentativní [21]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Obr. 1: Průběh homofermentace [24]. 
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2.2.3.2 Heterofermentace 
Některé laktobacily neobsahují aldolasu (tj. glykolytický enzym štěpící  
hexosa-1,6-bisfosfát ve dva trifosfáty [19]) a odbourávají proto glukosu kombinací 
pentosového cyklu a částí glykolytického systému. Na laktát se proto mění jen část glukosy. 
Pak hovoříme o tzv. heterofermentativním mléčném kvašení (Obr. 2) [23]. 
Při heterofermentativním procesu je vzniklé množství mléčné kyseliny a vedlejších 
produktů v molární rovnováze [21]. Množství jednotlivých produktů a vzájemný poměr mezi 
nimi závisí značně na podmínkách prostředí a individuálních vlastnostech jednotlivých 
kmenů [23]. 
Heterofermentativní proces může být shrnut do následující rovnice: 
C6H12O6 → CH3-CHOH-COOH + C2H5OH* + CO2 
*případně směs C2H5OH + CH3COOH [8] 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Obr. 2: Průběh heterofermentace [24]. 
 
2.2.4 Zařazení BMK do rodů  
Potravinářský mikrobiolog rozumí pod pojmem bakterie mléčného kvašení zpravidla         
mléčné bakterie, které z hlediska morfologického mohou být diplokoky, tetrakoky, 
streptokoky nebo jednotlivé či v řetízcích uspořádané tyčinky [21]. Zahrnují některé druhy 
rodů: Lactococcus, Streptococcus, Enterococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus 
a Bifidobacterium. Rod Bifidobacterium byl nejnověji, vzhledem k vlastnostem DNA, zařazen 
mezi Actinomycetales [18].  
Podle genotypických, biochemických, fyziologických, sérologických a dalších znaků  
se mikroorganismy zařazují do systému. S vývojem kritérií na zařazování bakterií se mění  
i jejich nomenklatura. Tato skutečnost někdy stěžuje studium starší odborné literatury. 
Důvodem těchto změn v taxonomii, a tím i v nomenklatuře bakterií mléčného kvašení,  
je analýza deoxyribonukleové kyseliny a zastoupení jejích bází [18]. 
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Společným znakem těchto bakterií je tvorba kyseliny mléčné z fermentovaných sacharidů. 
Dle toho je můžeme třídit (Tab. 2) podle hlavních a vedlejších terminálních fermentačních 
produktů  na homo- a heterofermentativní [18]. 
 
Tab. 2: Rody bakterií mléčného kvašení, jejich fermentační typ a produkty  
(Kandler) [18]. 
Rod Typ fermentace Hlavni produkty 
                         (molární poměry) 
Konfigurace 
kyseliny mléčné 
Lactococcus homoferm. laktát  L (+) 
Streptococcus homoferm. laktát  L (+) 
Pediococcus homoferm. laktát  DL, L (+) 
Lactobacillus homoferm. laktát   
Thermobacterium homoferm. laktát  D (-), L (+), DL 
Streptobacterium homoferm. laktát  D (-), L (+), DL 
      heteroferm.* laktát : acetát 1:1  
Betabacterium heteroferm. laktát : acetát : CO2 1:1:1 DL 
Leuconostoc heteroferm. laktát : acetát : CO2 1:1:1 D (-) 
Bifidobacterium heteroferm. laktát : acetát 2:3 L (+) 
* při fermentaci pentos 
 
2.2.4.1 Rod Lactococcus 
V současné době je známo 5 druhů z rodu Lactococcus (Lactococcus lactis, Lactococcus 
garvieae, Lactococcus plantarum, Lactococcus piscium a Lactococcus raffinolactis).  
Při studiu starší literatury je nacházíme v mléčné skupině streptokoků [18]. 
Buňky rodu Lactococcus jsou kulovitých nebo oválných tvarů (0,5 – 1,2 x 0,5 – 1,5 µm), 
obvykle se vyskytují v párech nebo řetízcích. Jsou grampozitivní, nepohyblivé, netvoří spóry, 
neredukují dusičnany na dusitany, jsou fakultativně anaerobní, katalasa negativní [18]. 
Pouze poddruhy Lactococcus lactis subsp. lactis (Obr. 3) a Lactococcus lactis  
subsp. cremoris jsou používány jako startovací kultura pro potravinářské fermentace.  
Tyto laktokoky jsou nejběžnější mezofily hojně používané pro výrobu sýrů. Lactococcus 
lactis produkuje antibiotikum nisin, který inhibuje růst řady grampozitivních bakterií. 
Laktokoky izolujeme ze zvířecích zdrojů nebo z mlékárenských farem [20]. 
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Obr. 3: Morfologie buněk Lactococcus lactis subsp. lactis [25]. 
 
2.2.4.2 Rod Streptococcus 
V tomto rodu je evidováno přes 50 druhů a poddruhů. Buňky jsou kulovité nebo oválné 
(0,5 – 2,0 µm v průměru) a formují se do párů nebo do řetízků. Nejčastěji je nalezneme 
v ústech a dýchacím traktu obratlovců [20]. 
Streptococcus netvoří spóry. Je grampozitivní, většinou fakultativně anaerobní, neredukuje 
dusičnany na dusitany, je katalasa negativní [18]. 
Rod Streptococcus zahrnuje řadu rozdílných druhů. Jak vysoce patogenní druhy  
(S. pyogenes, S. pneumonia), tak i střevní bakterie (S. faecalis), které tvoří D skupinu 
streptokoků. Bakterie druhu S. cremoris, S.  lactis tvoří skupinu N, těchto druhů se využívá 
zejména při přípravě startovacích kultur [26]. Pouze jen jeden druh, S. thermophilus (Obr. 4),  
je komerčně používán jako startovací mléčná kultura. Jedná se tak o důležitou komponentu 
thermofilní kultury používané při výrobě jogurtů a sýrů. Obvykle je používána v kombinaci  
s thermofilními laktokoky [20].    
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Obr. 4: Morfologie buněk Streptococcus thermophilus [25]. 
 
2.2.4.3 Rod Enterococcus 
Buňky enterokoků jsou typicky kulovité nebo oválné (0,6 – 2,0 x 0,6 – 2,5 µm) vyskytují 
se jako diplokoky nebo v krátkých řetízcích [21]. Jsou grampozitivní, nepohyblivé, netvoří 
spóry, neredukují dusičnany na dusitany, jsou fakultativně anaerobní, katalasa negativní, 
oxidasa negativní [27]. V současnosti je známo nejméně 19 druhů. Byly nalezeny na různých 
stanovištích: zelených rostlinách, silážích či v půdě. Bývají izolovány z člověka či jiných 
monogastrických zvířat, hmyzu a ptáků [20].  
Bakterie rodu Enterococcus jsou využívány jako startovací kultura a jsou také komerčně 
dostupné jako probiotika k prevenci a léčbě střevních poruch člověka a zvířat [26].  
Zejména Enterococcus faecium a Enterococcus faecalis (Obr. 5) se podílejí na zrání mnoha 
jihoevropských sýrů [20]. 
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Obr. 5: Morfologie buněk Enterococcus faecalis [25]. 
 
2.2.4.4 Rod Lactobacillus 
Lactobacillus (Obr. 6) je největší a nejrozmanitější rod bakterií mléčného kvašení.  
V současné době bylo popsáno přes 120 druhů a poddruhů. Jsou děleny na základě 
fermentativních schopností [26]. 
 
Zařazení rodu Lactobacillus do systému je následující:  
• doména:  Bacteria 
• kmen:   Firmicutes 
• třída:   Bacilli 
• řád:   Lactobacillales 
• čeleď:   Lactobacillaceae 
• rod:  Lactobacillus 
 
Rod Lactobacillus byl poprvé popsán v roce 1901 Beijerinckem. V roce 1919 Orla-Jensen 
rozdělil tento rod do tří podrodů (Thermobacterium, Streptobacterium a Betabacterium)  
a to podle jejich optimální růstové teploty, morfologických a fenotypických rysů [28]. 
Taxonomie tohoto rodu, stejně jako i jiných zástupců bakterií mléčného kvašení, prodělala  
od té doby značné změny. Proces taxonomických změn je nepřetržitý a stále pokračuje. 
V roce 1986 bylo popsáno 44 druhů a 11 poddruhů, v roce 2003 88 druhů a 15 poddruhů [29].  
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V přírodě jsou velmi rozšířeny. Jeho druhy se vyskytují v mléce, kde vyvolávají přirozené 
kysání (tj. zkvašování laktosy v kyselinu mléčnou), dále v ústech a trávicím traktu savců,     
na travinách, obilí i jiných rostlinách a v půdě [20]. 
 
Taxonomie: 
Bakterie tohoto rodu jsou děleny na základě fermentativních schopností (Tab. 3),  
a to podle jejich fermentační cesty. 
• Obligátně homofermentativní laktobacily fermentující hexosy převážně na mléčnou 
kyselinu, pentosy a glukonáty nejsou fermentovány. 
• Fakultativně heterofermentativní laktobacily fermentující buď hexosy na mléčnou 
kyselinu úplně nebo při limitujících podmínkách jsou produkty fermentace krom mléčné 
kyseliny i octová kyselina, ethanol, mravenčí kyselina. Pentosy jsou fermentovány  
na mléčnou a octovou kyselinu. 
• Obligátně heterofermentativní laktobacily fermentující hexosy na mléčnou kyselinu, 
CO2, octovou kyselinu a/nebo ethanol. Pentosy jsou fermentovány na mléčnou a octovou 
kyselinu [20]. 
 
Tab. 3: Rozdělení rodu Lactobacillus na základě produktů fermentace cukrů [20]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fenotypické vlastnosti: 
Zástupci tohoto rodu jsou zařazeny do skupiny grampozitivní nesporulující tyčinkové 
bakterie. Prokazují značný pleomorfizmus tzn. že se za různých podmínek  
jejich morfologické vlastnosti mění [30]. Buňky o velikosti 0,5 – 1,2 x 1,0 – 10 µm tvoří 
typicky dlouhé tyčinky v krátkých či dlouhých řetízcích, ale taktéž jsou známé i velmi krátké 
tyčinky nebo samostatně se vyskytující buňky [20]. Jsou nepohyblivé. Patří mezi fakultativní 
anaeroby, někteří zástupci mezi mikroaerofily či anaeroby. Obecně platí, že přítomnost 5 % 
CO2 má pozitivní vliv na růst laktobacilů [31]. Jejich metabolismus je fermentatorní [30]. 
Jsou saprofyté, velmi zřídka jsou patogenní [18]. 
Při svém růstu vyžadují aminokyseliny, peptidy, deriváty nukleových kyselin, vitaminy, 
soli, mastné kyseliny a sacharidy. Jako uhlíkaté substráty jsou nejčastěji využívány škroby 
nebo suroviny obsahující sacharidy. Jelikož kmeny rodu Lactobacillus nemají amylolytické 
enzymy, musí být škrobnaté suroviny předem hydrolyzovány, a to buď enzymově             
nebo minerálními kyselinami [20]. 
Nepřítomnost katalasy umožňuje kvalitativní zjišťování mléčných bakterií v potravinách 
nebo jiném prostředí: kolonie vyrostlé na bohaté agarové půdě se přelijí 3 % roztokem 
peroxidu vodíku a ty, jež neuvolňují bublinky kyslíku, jsou s největší pravděpodobností 
příslušníci rodu Lactobacillus [30]. 
 
 
Heterofermentativní Homofermentativní 
obligátně fakultativně obligátně 
Lb. acidophilus Lb. casei Lb. brevis 
Lb.helveticus Lb. paracasei Lb. buchneri 
Lb. delbruckii Lb. plantarum Lb. fermentum 
 Lb. curvatus Lb. kefiri 
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Obr. 6: Morfologie buněk rodu Lactobacillus [25]. 
 
2.2.4.5 Rod Leuconostoc 
Rod Leuconostoc v současnosti tvoří 11 druhů. Bakterie rodu Leuconostoc (Obr. 7) vytváří 
páry či řetízky kulovitých nebo protáhlých buněk. Jsou grampozitivní, nepohyblivé, netvoří 
spóry. Jsou fakultativně anaerobní, katalasa negativní. Nejsou proteolytické, nehemolyzují, 
neredukují dusičnany na dusitany. Na vhodných polotuhých agarech zpravidla tvoří drobné, 
hladké, bílé kolonie [18]. Jejich přirozeným stanovištěm jsou zelené rostliny, kde kolonizují 
listy, zrna či hrozny [20].  
V mléčném kvašení jsou důležité pro produkci CO2 a biacetylu, a to především druhy 
Leuconostoc lactis a Leuconostoc mesenteroides. Biacetyl je hlavní chuťová složka  
v mléčném másle, kyselých krémech, sýrech jako Gouda nebo Eidam. CO2 je důležitý  
pro viditelné fermentace v těchto sýrech. Leukonostoci jsou rovněž velmi důležití  
při fermentaci masa a zeleniny [13]. Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum  
se používá na průmyslovou výrobu dextranů pro lékařské účely (náhražka krevní plazmy) 
[19]. 
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Obr. 7: Morfologie buněk rodu Leuconostoc [25]. 
 
2.2.4.6 Rod Pediococcus 
V současnosti máme popsáno 7 druhů. Pediokoky (Obr. 8) tvoří skupiny čtyř kulovitých 
buněk (1 – 2 µm v průměru), mohou tvořit charakteristické řetězce z koků.  
Jsou grampozitivní, nepohyblivé, netvoří spóry, neredukují dusičnany na dusitany,  
jsou fakultativně anaerobní, katalasa negativní. Jejich tolerance vůči kyslíku je variabilní [18]. 
Fylogeneticky jsou zařazeny do skupiny Lactobacillus. Jejich hlavním stanovištěm jsou spíše 
rostliny než zvěř. Ve velkém množství jsou snadno k nalezení na rostlinách, v silážích,  
v kysaném zelí, na olivách a v pivě [20].  
Antimikrobiální vlastnosti některých pediokoků jsou současně využívány v kombinaci  
s fermentovanými potravinami. Některé druhy jsou k dostání komerčně jako přísady  
na zlepšení bezpečnosti poživatin, speciálně kvůli potlačení růstu listerií [20]. 
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Obr. 8: Morfologie buněk rodu Pediococcus [25]. 
 
2.2.4.7 Rod Bifidobacterium 
Bifidobakterie (Obr. 9) jsou morfologicky vysoce variabilní. Jejich tvar se mění  
v závislosti na složení a kvalitě živné půdy. Jsou to grampozitivní krátké i středně dlouhé 
tyčinky o velikosti 0,5 - 0,7 x 2,0 - 8,0 µm, nápadného tvaru se špičatými konci, kyjovité  
i kokovité tyčinky nebo také dlouhé tyčinky se špičatými konci s různými drobnými ohyby  
a výrůstky. Tyčinky jsou sdružovány ve dvojicích nebo v krátkých řetízcích. Bifidobakterie 
jsou převážně striktními anaeroby, avšak v přítomností CO2 krátkou dobu tolerují kyslík. 
Méně senzitivní kmeny mají nepatrnou schopnost tvořit katalasu. Optimální pH živných 
médií je 6,5. Bifidobakterie produkují zejména thiamin a laktoflavin, jakož i některé další 
vitaminy ze skupiny B a K. Hlavními produkty fermentace jsou kyselina mléčná a octová  
v molárním poměru 2 : 3. Kyselina mléčná je převážně v L(+)-formě a je tudíž snadno 
metabolizovatelná dětským organismem [30].  
Od ostatních bakterií mléčného kvašení se odlišují tím, že nefermentují cukry  
ani glykolysou, ani hexosomonofosfátovou cestou. Pomocí enzymu fruktoso-6-fosfoketolasa 
štěpí fruktoso-6-fosfát na acetylfosfát a erytrosa-4-fosfát. Bifidogenní kmeny tvoří přirozenou 
součást střevní mikroflóry savců a prostřednictvím vytvořených metabolitů se výrazně 
podílejí na potlačování nežádoucí mikroflóry v zažívacím traktu. Jako složka mléčných 
kysaných výrobků podporují i dieticko - léčebné účinky [30]. 
Druhy bifidobakterií se v mlékárenské praxi používají v kombinaci s dalšími bakteriemi 
mléčného kvašení při výrobě fermentovaných mléčných výrobků a v současnosti hlavně  
jako součást výrobků na bázi jogurtů [30]. 
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Obr. 9: Morfologie buněk rodu Bifidobacterium [25]. 
 
2.2.5 Nároky na růst BMK 
2.2.5.1 Nároky na výživu 
Bakterie mléčného kvašení jsou náročné na výživu. Pro svůj růst potřebují kromě 
uhlíkatého a dusíkatého zdroje (částečně ve formě aminokyselin) také některé vitaminy 
skupiny B, růstové látky i minerální soli. Kyselinu pantotenovou a nikotinovou si vyžadují 
pro svůj růst téměř všechny druhy, tiamin je nezbytný pro růst heterofermentativních  
bakterií [21]. 
Zdrojem uhlíku jsou nejčastěji sacharidy. Jako třtinová a řepná sacharosa, syrovátka 
(neupravená nebo jen s minimální suplementací) obsahující laktosu, maltosu a glukosu  
z hydrolyzovaného škrobu. Pro průmyslovou výrobu je většinou používaná rafinovaná 
sacharosa a dextrosa [21]. 
Při použití syrovátky, jako jediného zdroje uhlíku v médiu, byly produkční rychlosti 
stávajících vsádkových procesů nízké. K podstatnému zrychlení fermentace dochází použitím 
syrovátkového proteinu upraveného enzymovou hydrolýzou. V tomto případě byla 
koncentrace kyseliny vyšší než 90 g/l, produktivita 4,3 g/l × h, přičemž bylo utilizováno  
98 % substrátu [21]. 
Vzhledem k tomu, že biosyntetické schopnosti mléčných bakterií jsou nedostatečné,    
hraje obsah vitamínů v médiu důležitou úlohu při biosyntéze aminokyselin. Mnoho mléčných 
bakterií vyžaduje pro růst na biotin - deficitním médiu přídavek asparagové kyseliny,        
avšak v případě média bohatého na biotin není asparagovaná kyselina potřebná.  
30 
Také vitamin B6, který je u mléčných bakterií velice důležitý pro biosyntézu aminokyselin, 
může být nahrazen určitými aminokyselinami. Místo volných aminokyselin mohou být 
utilizovány jako zdroj uhlíku také jejich peptidy a amidy. Tyto sloučeniny mají současně 
vlastnosti růstových faktorů, které stimulují zvýšení růstové rychlosti o několik řádů. Avšak 
přebytek některé aminokyseliny inhibuje růst v důsledku inhibice utilizace strukturně 
blízkých jiných aminokyselin [21]. 
Nejdůležitější solí pro růst mléčných bakterií je fosfát, jinak přítomnost dalších 
anorganických kationů není důležitá, protože jejich přirozený obsah v komplexním médiu     
je dostatečný [21]. 
 
2.2.5.2 Kultivační podmínky 
Mléčné bakterie jsou nazývány mikroaerofilní, protože na rozdíl od bifidobakterií,  
které jsou prakticky anaerobní, mohou tolerovat kyslík v omezeném množství [21]. 
Mikroaerofilní jsou mikroorganismy, které mají anaerobní metabolismus, avšak nízké 
koncentrace kyslíku urychlují jejich rozmnožování [19]. V praxi by mělo být udržováno nízké 
kyslíkové zatížení, ale vyloučení kyslíku (vzduchu) není striktně požadováno [30].  
Podle optimální teploty pro růst a produkci mléčné kyseliny se bakterie dělí  
na thermofilní a mesofilní. Do skupiny thermofilní patří homofermentativní typy,  
jako je Lb. delbrueckii subsp. delbrueckii, Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus  
a Lb. thermophillus, u nichž je optimální teplota růstu v rozmezí 45 – 62 °C. Skupiny růstu 
mesofilních bakterií je pro homofermentativní typy charakterizována optimální teplotou  
v rozmezí 37 – 45 °C a pro heterofermentativní bakterie v rozmezí 28 – 32 °C. Optimální 
teplota pro většinu průmyslově významných producentů je nad 40 °C [21]. Organismy 
rostoucí při vyšších teplotách jsou upřednostňovány kvůli sníženému riziku kontaminace 
během kvašení [32]. 
Protože již relativně malé množství volné mléčné kyseliny (vznikající v průběhu 
fermentace) inhibuje růst bakterií, neboť jsou citlivé ke kyselinám, je k zachování kultury 
nezbytná její kontinuální neutralizace, většinou uhličitanem vápenatým nebo hydroxidem 
vápenatým. Optimální pH pro rychlou úplnou fermentaci je 5,5 – 6,0; při pH = 5  
je fermentace silně inhibována a při hodnotách pH média pod 4,5 se zastavuje [21]. 
Doba inkubace bývá podle druhu i půdy 2 až 7 dní. Obvykle se rod Lactobacillus  
inkubuje 5 až 6 dní. Po této době se předpokládá, že se převážná většina buněk již dostatečně 
pomnožila [33]. 
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2.3 Magnetické separační techniky 
Magnetické separační techniky, využívající velmi malé magnetické částice (Obr. 10)  
s vázanými afinitními ligandy, představují nový progresivní trend v oblasti separačních 
technik. Magnetické separace jsou jednou z možností, jak v některých případech urychlit  
nebo usnadnit běžně používané separační a purifikační postupy. Jejich využití může být 
zvláště výhodné při práci v hetorogenních systémech, zejména při izolaci minoritních složek  
z komplexních systémů bez předchozí (případně jen částečné) purifikace. Nová vyvinutá 
technika, kterou lze použít pro izolaci cílových buněk a biomolekul našla řadu uplatnění [34]. 
Porovnáním s běžnými metodami je práce s magnetickými částicemi rychlá, jednoduchá, 
citlivá, bezpečná a DNA se získá ve vysokém výtěžku a čistotě [35]. Úspěch těchto 
separačních technik spočívá rovněž v tom, že umožňuje miniaturizaci, snadnou manipulaci  
a také automatizaci separačního procesu. Není zapotřebí používání filtrace ani centrifugace. 
Tím se jeví tato technika navíc ekonomicky výhodná a tudíž vhodná nejen pro práci 
laboratorní, ale také pro výrobní praxi [36].    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Obr. 10: Elektronový mikrosnímek magnetické mikročástice s funkčními 
karboxylovými skupinami P(HEMA-co-GMA) [37]. 
 
2.3.1 Vlastnosti magnetických nosičů 
 
Magnetické nosiče se v praxi využívají s ohledem na jejich vlastnosti jako je 
paramagnetismus, morfologie, velikost, tvar, polydisperze. Aby byla magnetická separace 
účinná je nutné najít rovnováhu především mezi velikostí aktivního povrchu, modifikací 
povrchu a magnetickými vlastnostmi.  
Základem přípravy takových částic je vytvoření jádra určité velikosti mající magnetické 
vlastnosti (např. MO . Fe2O3, M = Fe, Mn, Co, Zn, Cu, Ni). Dalším krokem je pokrytí této 
částice nízko- nebo vysokomolekulární inertní sloučeninou (vyšší mastné kyseliny, 
sacharidy). Lze provést i enkapsulaci této částice do polymeru nebo anorganických materiálů 
(polysacharidy, dextran, PVA, PEG) zajišťující stabilizaci a zabraňující nežádoucím 
nespecifickým reakcím. Poslední krok vyžaduje funkcionalizaci (Schéma 2), kdy dochází  
k zavádění funkčních skupin (COOH, NH2, OH, SH) vhodných pro určitou aplikaci [36].  
 
32 
Schéma 1: Funkcionalizace magnetického skleněného nosiče [38]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Magnetické nosiče mají na svém povrchu funkční iontové skupiny, které jsou silně či slabě 
zásadité (kyselé), obsahují ligandy nebo cheláty přechodných kovů či vázanou složku 
příslušného afinitního páru. Během magnetické separace mohou nastat různé typy interakcí, 
od nespecifických jako jsou vazby hydrofobní, iontové či vodíkové, přes specifické vazby  
až po specifické afinitní interakce, což mohou být interakce typu enzym – inhibitor,  
streptavidin – biotin, protilátka – antigen a další [36]. 
Nejlepších výsledků při magnetické separaci je dosaženo, pokud jsou částice 
monodisperzní nebo mají alespoň co nejmenší distribuci. Magnetické částice pak mají 
jednotné chemické i fyzikální vlastnosti a v roztocích nedochází k jejich agregaci tak snadno 
jako u částic polydisperzních. Pokud jde o tvar, v praxi se osvědčila forma kuličky, protože 
má výborné hydrodynamické vlastnosti. Co se týče velikosti magnetických částic,  
je upřednostňována velikost mikrometrová a menší, částice pak mají větší specifický povrch,  
na který může docházet k přichycení funkčních skupin nebo k imobilizaci biomolekul.  
Příliš malé částice nejsou vhodné z toho důvodu, že může dojít ke značnému snížení jejich 
magnetické citlivosti [36].  
Částice používané k izolaci DNA jsou superparamagnetické povahy,  
tzn. že vykazují magnetické vlastnosti pouze v přítomnosti vnějšího magnetického pole. 
Většinou nemají zbytkový magnetismus a tudíž se bez příomnosti vnějšího magnetického  
pole neshlukují a vytváří homogenní suspenzi. Ze vzorku lze nosiče odstranit pomocí 
magnetického separátu [39]. 
 
Nosič pro izolaci DNA musí splňovat následující podmínky [39]: 
• Být chemicky stabilní v podmínkách vyžadovaných pro vazbu DNA na nosič. 
• Být odolný k mikroorganismům a enzymové degradaci. 
• Být rigidní, nerozpustný ve vodě, hydrofilní, nejlépe sférického tvaru. 
• Obsahovat dostatečný počet skupin k navázání ligandu. 
• Mít dostatečně velký specifický povrch. 
• Docházet k minimálním nespecifickým sorpcím na nosič. 
• Velmi nízký zbytkový magnetismus po odstranění vnějšího magnetického pole. 
• Mít nízkou cenu.  
• Umožňovat snadnou manipulovatelnost. 
• Nesmí interferovat v PCR. 
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2.3.2 Uplatnění magnetických částic 
Magnetické částice nalezly uplatnění v řadě aplikací [39]: 
• Imobilizace enzymů a jejich následné využití. 
• Izolace enzymů a jejich inhibitorů. 
• Izolace protilátek a antigenů. 
• Imobilizace léčiv a jejich následné využití k léčebným účelům. 
• Odstraňování těžkých kovů, zejména v laboratorních podmínkách. 
• Separace organických xenobiotik jako jsou karcinogeny a mutageny. 
• Použití k imunopurifikaci a následně v imunologických testech. 
• Využití k buněčné separaci (separace cílových buněk z heterogenního prostředí). 
• Izolace a purifikace DNA pro molekulární diagnostiku.  
 
Od počátku 70. let se mnohé magnetické separace začaly uplatňovat v řadě aplikací  
a různých oblastech biotechnologie. Tato metoda se začala využívat nejen v molekulární 
diagnostice, ale i v postupech buněčné biologie a mikrobiologie. Atraktivní se staly  
i v lékařství pro diagnostiku a terapeutická použití. V diagnostice jsou magnetické senzory  
a magnetické nančástice zaměřeny na detekci například individuálních nádorových buněk  
v jejich počátečním stadiu [40]. Reverzibilní imobilizace na pevné fázi (SPRI)  
na magnetických částicích s funkčními karboxylovými skupinami (Obr. 10) je velice vhodná 
například pro izolaci DNA [39].  
Ojedinělou separační technikou je Imunomagnetická separace, která nalézá své uplatnění 
zejména v oblasti potravinářské a klinické mikrobiologie. Tato metoda umožňuje velmi 
rychlou detekci patogenních mikroorganismů. Detekce probíhá na základě interakce  
antigen – protilátka. Komerčně dostupnými sety lze tak snadno identifikovat patogenní 
bakterie (salmonely, listerie a mykobakterie) v potravinách [39]. 
 
2.3.3 Systém streptavidin – biotin 
Obecně jsou dva způsoby, které jsou používány k separaci cílových nukleových kyselin  
ze směsi, a to buď pomocí magnetických nosičů funkcionalizovaných streptavidinem  
nebo pomocí magnetických nosičů s krátkým oligonukleotidem. Separace s využitím 
streptavidinových magnetických částic využívá toho, že cílová nukleová kyselina  
je modifikována biotinem. Pokud jde o magnetické nosiče nesoucí krátký oligonukleotid,  
je separace založena na hybridizaci mezi cílovou komplementární DNA a oligonukleotidem 
na magnetické částici [36]. 
Systém streptavidin – biotin je považován za nejsilnější nekovalentní biologicky známou 
interakci, jejíž disociační konstanta Kd je 10-15 mol/l. Vazba se tvoří velmi rychle a stabilně  
v širokém rozmezí pH a teploty. Streptavidin (extracelulární tetramerní protein velikosti 
52 800 Da purifikovaný ze Streptomyces avidinii), je podobný vaječnému avidinu, ale má 
izoelektrický bod v neutrální oblasti. Biotin (vitamin sk. B, Mh = 244 Da) lze snadno 
konjugovat s proteiny v místě jejich volné aminoskupiny [42]. 
Uspořádání systému streptavidin – biotin se podobně používá při ELISA testech  
a také při imunohistochemických, imunocytochemických, imunoblotovacích aplikacích. 
Analýzy se sestávají z řady inkubací s postupně přidávanými reaktanty. Po každé inkubaci je 
nenavázaný přebytek reaktantu vymyt [42].  
34 
2.4 Molekulárně – biologické metody identifikace 
Velký rozvoj molekulárně – biologických technik přinesl značné změny v taxonomii 
bakterií a umožňuje spolehlivý způsob porovnání příbuznosti mezi jednotlivými rody, druhy  
i kmeny bakterií. Mezi prvními molekulárními identifikačními metodami byly popsány: 
DNA/DNA hybridizace (a její fluorescenční varianta in situ hybridizace – FISH), sekvenční 
analýza genů pro 16S rRNA, hybridizace se specifickými sondami, RLF analýza 
(polymorfismus délky restrikčních fragmentů) nebo ribotypizace. Rozvoj nové generace 
molekulárních metod předurčila právě polymerázová řetězová reakce (PCR) [43].  
 
2.4.1 Polymerázová řetězová reakce 
Koncept amplifikace DNA poprvé navrhnul H. Gobind Khorana v roce 1971. Až o patnáct 
let později Kary Mullis metodu pojmenoval (PCR – polymerasa chain reaction) a uvedl  
ji do praxe, za což mu byla roku 1993 udělena Nobelova cena za chemii. Jako polymeráza byl 
nejprve používán Klenowův fragment DNA polymerázy I. produkovaný bakterií E. coli,  
ten se musel přidávat do reakce po každém denaturačním kroku. Teprve objev termostabilní 
DNA polymerázy umožnil zvýšit účinnost této reakce a přispěl k rozvoji automatizace. 
Dodnes bylo popsáno velké množství variant a nových metod založených na PCR (klonování, 
sekvencování, analýza dědičných chorob atd.) [44]. 
 
2.4.1.1 Princip PCR 
Podstatou PCR je syntéza určitého jednoho či více úseků DNA. Po hybridizaci krátkých 
oligonukleotidů (tzv. primerů) ke komplementárním úsekům na DNA řetězci dojde  
za katalytického působení DNA polymerázy k syntéze nového řetězce nukleové kyseliny [45].  
Reakce probíhá v opakovaných reakčních cyklech, kdy každý z cyklů se skládá  
ze tří kroků, které jsou charakterizovány různou délkou času a odlišnými požadavky  
na teplotu: 
1. Denaturace dvouřetězcové DNA. Teplota denaturace DNA je určena obsahem guaninu 
a cytosinu (G + C). Optimální denaturační teplota je 94 – 95 °C. Pro amplifikaci templátové 
DNA s vyšším zastoupením bází G + C (› 55 %) je nutné tuto teplotu zvýšit. V prvním cyklu 
PCR bývá doba denaturace prodloužena až na 10 minut, aby se zvýšila pravděpodobnost,  
že dojde k úplnému oddělení řetězců dlouhé molekuly DNA [46]. 
2. Hybridizace primerů k jednotlivým řetězcům DNA templátu (tzv. annealing). Určení 
teploty hybridizace je klíčovým krokem. Příliš vysoká teplota brání napojení primerů k cílové 
sekvenci na DNA, nízká teplota hybridizace vede ke snížení specificity reakce a k amplifikaci 
nežádoucích fragmentů DNA. Teplota hybridizace se obvykle stanovuje podle teploty tání 
primerů (Tm) a to tak, že reakce probíhá při teplotě o 3 – 5 °C nižší než je vypočtená teplota 
Tm. I když pro výpočet této teploty existuje celá řada postupů, je třeba teplotu hybridizace 
primerů experimentálně optimalizovat [46]. 
3. Syntéza nového řetězce DNA probíhá při teplotě optimální pro katalytické působení 
DNA polymerázy, která se v případě Taq polymerázy pohybuje mezi 72 – 78 °C. Trvání 
kroku je dáno rychlostí syntézy, pro fragmenty dlouhé 1 kbp je udávaná 1 minuta. Často je 
doba syntézy v posledním kroku reakce prodlužována až trojnásobně, aby bylo zaručeno 
dosyntetizování všech amplikonů [46]. 
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Ukončením třetího kroku je dokončen první cyklus reakce a amplikony se stávají substráty 
druhého cyklu. V prvních cyklech PCR dochází k syntéze komplementárního DNA řetězce  
od místa navázání primerů. V dalším cyklu vznikají první molekuly, jejichž délka je shodná  
s délkou úseku vymezeného sekvencemi komplementárními k primerům. Od třetího cyklu  
se tento fragment amplifikuje geometrickou řadou, zatímco množství delších amplifikačních 
produktů roste lineárně [46].    
Cykly se opakují, přičemž jejich počet závisí na počátečním množství molekul templátové 
DNA, kvalitě DNA polymerázy, na účinnosti hybridizace a syntézy komplementárního DNA 
řetězce. Vycházíme-li z jedné molekuly templátu a 32 cyklů, můžeme teoreticky,  
při 100 % účinnosti reakce ve všech cyklech, získat 1,07 × 109 kopií DNA [46]. 
PCR reakce probíhá v termocykléru tj. zařízení, které zajišťuje optimální teplotní 
podmínky pro průběh PCR. U termocykleru lze naprogramovat průběh celého procesu,  
čili počet cyklů, teplotu jednotlivých kroků, dobu jejich trvání apod. [47]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Obr. 11: Průběh PCR reakce [48]. 
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2.4.1.2 Komponenty PCR 
Reakční směs, obvykle o objemu 25 – 100 µl, obsahuje [47]: 
• PCR voda – používá se na doplnění PCR směsi o požadovaném objemu. Nejvhodnější 
je voda o odporu 18 MΩ nebo voda pro injekce dle ČSN. 
• PCR pufr – vytváří optimální prostředí pro DNA polymerázu. Na udržení potřebného 
pH se jako tlumivý roztok používá obvykle Tris-HCl (10 – 55 mM, pH 8,3). Nejdůležitější 
složkou základního reakčního roztoku jsou ionty Mg2+ (obvykle v podobě MgCl2, MgSO4), 
které ovlivňují specifičnost i výtěžek PCR. Ionty hořčíku jsou potřebné na udržení 
enzymatické aktivity Taq DNA polymerázy. 
• dNTP (3´-deoxynukleosid-5´-trifosfát) – deoxynukleosidtrifosfáty představují základní 
kameny pro výstavbu nového řetězce DNA. Standardní PCR reakce obsahuje ekvimolární 
množství každého nukleotidu dATP, dCTP, dGTP, dTTP. 
• Primery – dva oligonukleotidy, které se skládají obvykle z 20 – 25 nukleotidů,  
které jsou komplementární k úseku DNA určeného k amplifikaci. Primery by neměly umožnit 
vznik nežádoucí sekundární struktury, měly by mít vyvážený poměr G/C, A/T párů  
a vzájemně by neměly být komplementární. 
• DNA polymeráza – syntetizuje nový řetězec DNA ve směru 5´ → 3´ podle sekvence 
nukleotidů v komplementárním řetězci templátu DNA od místa navázání primeru až po jeho 
konec. V současné době se výhradně používají polymerázy izolované z thermofilních 
mikroorganismů. Nejčastěji pak Taq DNA polymeráza z thermofilní bakterie Thermus 
aquaticus, která žije v horkých pramenech. Tato polymeráza disponuje 5´ → 3´ 
endonukleázovou aktivitou. 
• DNA templát – slouží jako matrice pro syntézu nových řetězců DNA. Obsahuje cílová 
místa pro primery. Kvalita templátové DNA výrazně ovlivňuje účinnost amplifikace. Vzorek 
DNA by měl být dostatečně čistý a neměl by obsahovat inhibitory PCR. 
 
2.4.1.3 Optimalizace PCR 
Pokud reakci provádíme s novou templátovou DNA, novými primery nebo novou 
termostabilní DNA polymerázou, je třeba PCR optimalizovat v množství přidávaných 
komponent, teplotě a době jednotlivých kroků ale i počtem cyklů. Optimalizace se provádí  
z důvodů potlačení nespecifické amplifikace a zvýšení výtěžku požadovaného PCR produktu 
[47]. 
2.4.1.4 Detekce PCR produktu  
PCR je metoda, která umožňuje detekci kopie DNA ve vzorku tím, že danou sekvenci 
namnoží do té míry, že ji můžeme po separace na agarózové gelové elektroforéze  
po obarvení na výsledném gelu detekovat. Velikost PCR prouktu je porovnávána s DNA 
standardem, ten obsahuje DNA fragmenty o známé velikosti [49]. 
Gelová elektroforéza dělí fragmenty DNA podle velikosti. DNA díky svému negativnímu 
náboji migruje směrem ke kladné elektrodě, přičemž delší fragmenty se pohybují pomaleji, 
protože jsou v hustém gelu více zpomalovány [49].  
DNA však není na agarózovém gelu možné vidět, je nutné ji obarvit nebo označit. Jednou 
z citlivých metod detekce je barvení DNA s látkou (např. ethidium bromid),  
která po navázání na DNA fluoreskuje v ultrafialovém světle [49]. 
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3 CÍL DIPLOMOVÉ PRÁCE 
 
Cílem diplomové práce bylo: 
 
• Vypracovat metodu pro selektivní separace bakteriální DNA s využitím nosičů 
funkcionalizovaných streptavidinem, biotinylované DNA sondy a DNA/DNA hybridizace. 
Jako biotinylovanou DNA sondu použít primer a denaturovaný PCR produkt. 
 
 
• Otestovat nově syntetizované nosiče PGMA-NH2-STV pro selektivní separaci 
bakteriální DNA. 
 
 
• Optimalizovat podmínky hybridizace s využitím purifikované DNA Lactobacillus.  
 
 
• Provést selektivní izolaci DNA Lactobacillus z komplexního vzorku doplňku stravy 
(BIFI pangamin). 
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4  MATERIÁL A METODY 
 
4.1 Materiál 
4.1.1 Bakteriální kultury 
V experimentech byl použit bakteriální kmen, který byl získán z České sbírky mlékařských 
mikroorganismů Laktoflóra (CCDM, Tábor, ČR): 
 
• Lactobacillus paracasei subsp. paracasei CCDM 211/06 
 
4.1.2 Chemikálie 
 
Pro přípravu médií a roztoků byly použity následující chemikálie v kvalitě p.a.:  
• Agar (Lachema, Brno, ČR) 
• Agaróza pro elektroforézu DNA (Serva, Heidelberg, SRN) 
• Destilovaná voda (FCH VUT, Brno, ČR) 
• Dodecylsulfát sodný (SDS) (Lachema, Brno, ČR)  
• Ethanol (Lachema, Brno, ČR) 
• Ethidiumbromid (5 mg/ml) (Sigma, St. Louis, USA)  
• Ethylendiaminotetraoctová kyselina (EDTA) (Serva, Heidelberg, SRN) 
• Fenol (Lachema, Brno, ČR) 
• Hydroxid sodný (Lachema, Brno, ČR) 
• Chlorid sodný (Lachema, Brno, ČR) 
• Chlorid draselný (Lachema, Brno, ČR) 
• Chloroform (Lachema, Brno, ČR) 
• Izoamylalkohol (Lachema, Brno, ČR) 
• Kyselina boritá (Lachema, Brno, ČR) 
• Kyselina chlorovodíková (Lachema, Brno, ČR) 
• Lysozym (Reanal, Budapešť, Maďarsko) 
• MRS agar (Oxoid, Londýn, Velká Británie) 
• MRS Broth (Oxoid, Londýn, Velká Británie)  
• Octan sodný (Lachema, Brno, ČR) 
• Proteináza K (Sigma, St. Louis, USA) 
• RNáza A (Reanal, Budapešť, Maďarsko) 
• SDS (Sigma, St. Lois, USA) 
• Tris-hydroxymethyl-aminomethan (Tris-base) (Amresco, Solon, USA) 
• Tris-hydroxymethyl-aminomethan hydrochlorid (Tris-HCl) (Amresco, Solon, USA) 
 
Dále byly použity běžně dostupné chemikálie v kvalitě p.a. 
39 
4.1.3 Kultivační média 
 
• M.R.S. médium 
MRS médium připravit podle návodu od výrobce. V 1 000 ml destilované vody rozpustit 
52 g MRS média, pH média upravit na hodnotu 6,2. Sterilizovat v autoklávou při 121 °C  
po dobu 15 minut. 
 
• M.R.S. agar 
MRS médium připravit podle návodu od výrobce. Přidat agarózu (15 g/l). Médium 
sterilizovat autoklávováním při 121 °C po dobu 15 minut, poté rozplnit do Petriho misek  
a uchovávat v ledničce. 
 
4.1.4 Roztoky pro izolaci a purifikaci DNA 
 
Není-li uvedeno jinak, byly jednotlivé postupy provedeny podle návodů k laboratorním 
cvičením Molekulární biotechnologie (Španová a Rittich, 2009, nepublikováno). 
 
• 0,5 M EDTA (pH 8,0) 
Do 800 ml destilované vody kvantitativně přenést 202,2 g EDTA, umístit na magnetickou 
míchačku. pH upraveno přidáním NaOH v peletkách na pH 8,0. Doplnit destilovanou vodou 
do 1 000 ml. Roztok možné přefiltrovat. Rozplnit do alikvotů. Sterilizovat v autoklávu 
(121 °C, 15 minut). 
 
• 1 M Tris-HCl (pH 7,8) 
V 80 ml destilované vody rozpustit 12,1 g Tris-báze. Upravit pH pomocí koncentrované  
HCl. Doplnit destilovanou vodou do 100 ml. Sterilizovat v autoklávu (121 °C, 15 minut). 
 
• Lyzační roztok A 
10 mM Tris-HCl (pH 7,8) 
5 mM EDTA (pH 8,0) 
Smíchat 1 ml 1 M Tris-HCl (pH 7,8), 1 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0) a 98 ml sterilní 
destilované vody. Roztok připravovat sterilně. 
 
• Lyzační roztok B 
10 mM Tris-HCl (pH 7,8) 
5 mM EDTA (pH 8,0) 
lysozym (3mg/ml) 
Sterilně smíchat 1 ml 1 M Tris-HCl (pH 7,8), 1 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0) a 98 ml 
destilované vody. Před použitím do roztoku přidat lysozym. Roztok připravovat vždy čerstvý. 
 
• 10% (20 %) SDS  
V 90 ml (80 ml) sterilní destilované vody rozpustit 10 g (20 g) SDS. V případě pomalého 
rozpouštění zahřát na 68 °C. Upravit pH na 7,0 několika kapkami koncentrované HCl. 
Doplnit destilovanou vodou do 100 ml. Nemusí se sterilizovat. 
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• Proteináza K (1 mg/ml, 100 µg/ml) 
Na analytických vahách navážit příslušné množství (10 mg, 1 mg) a doplnit destilovanou 
vodou do 10 ml. Rozplnit do alikvotů. Uchovávat při – 20 °C. 
 
• Fenol 
Destilovaný fenol nasycený v TE pufru, pH 7,8. 
 
• CIZ 
Směs chloroformu a izoamylalkoholu v poměru 24:1. 
 
• 3 M octan sodný (pH 5,2) 
V 800 ml destilované vody rozpustit 408,1 g trihydrátu octanu sodného. Upravit pH 
na 5,2 ledovou kyselinou octovou. Doplnit destilovanou vodou do 1 000 ml. Rozplnit 
do alikvotů. Sterilizovat v autoklávu (121 °C, 15 minut). 
 
• 1 M NaOH 
V 800 ml destilované vody rozpustit 40 g NaOH. Doplnit do 1 000 ml. Rozplnit 
do alikvotů. Sterilizovat v autoklávu (121 °C, 15 minut). 
 
• TE pufr 
10 mM Tris-HCl (pH 7,8) 
1 mM EDTA (pH 8,0) 
Sterilně smíchat 1 ml 1 M Tris-HCl (pH 7,8), 1 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0) a 98 ml 
destilované vody, rozplnit do alikvotů. Připravit sterilně nebo sterilizovat v autoklávu  
při 121°C po dobu 15 minut. 
 
4.1.5 Roztoky pro agarózovou gelovou elektroforézu 
 
Není-li uvedeno jinak, byly jednotlivé postupy provedeny podle návodů k laboratorním 
cvičením Molekulární biotechnologie (Španová a Rittich, 2009, nepublikováno). 
 
• 5 x TBE pufr 
V 600 ml destilované vody rozpustit 54 g Tris báze a 27,5 g kyseliny borité. Přidat 20 ml 
0,5 M EDTA (pH 8,0). Upravit pH na 8,3 pomocí 1 M NaOH. Doplnit destilovanou vodou 
do 1 000 ml. Lze přefiltrovat a sterilizovat v autoklávu. Před použitím 10 x naředit 
(na výslednou koncentraci 45 mM Tris, 45 mM kyselinu boritou a 1 mM EDTA) destilovanou 
vodou. 
  
• Nanášecí pufr (6 x koncentrovaný) 
V 10 ml destilované vody rozpustit 0,25 g Ficoll 400 a 0,004 g bromfenolové modři. 
Roztok před použitím smíchat se vzorkem hrubého lyzátu a purifikované DNA 
v poměru 1 : 5. 
 
• DNA standard (100 bp) (Malamité, Moravské Prusy, ČR) 
Obsahuje fragmenty délky 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1200, 1500 bp. 
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• Agarózový gel  
0,8 %:  0,8 g agarózy rozpustit ve100 ml 0,5 × koncentrovaného TBE pufru 
1,8 %:  1,8 g agarózy rozpustit ve 100 ml 0,5 × koncentrovaného TBE pufru  
 
• 0,5 µg/ml Ethidium bromid 
500 µl barvícího roztoku EtBr (500µg/ml) zředit 500 ml sterilní destilované vody. 
 
4.1.6 Komponenty pro PCR 
 
4.1.6.1 Komponenty PCR  pro rod Lactobacillus 
 
• Voda pro injekce ČSL 4 (Biotika, Slovenská Lupča, SR) - dále označovaná  
jako PCR voda 
• Reakční pufr kompletní pro Taq DNA polymerasu 1.1 (10 × koncentrovaný)  
(Top-Bio, Praha, ČR) 
o 100 mM Tris-HCl (pH 8,8 při 25 °C), 500 mM KCl, 1 % Triton X-100,  
15 mM MgCl2 
• dNTP směs (10 mM) (Top-Bio, Praha, ČR) 
• Oligonukleotidové primery (Top-Bio, Praha, ČR) 
o LbLMA1-rev (10 pmol/µl)  
o R16-1 (10 pmol/µl)  
• Taq DNA polymerasa 1.1 (1U/µl) (Top-Bio, Praha, ČR) 
 
• PPP master mix (2 × koncentrovaný) (Top-Bio, Praha, ČR) 
o 150 mM Tris-HCl, pH 8,8, 40 mM (NH4)2SO4, 0,02 % Tween 20,  
5 mM MgCl2, 400 µM dATP, 400 µM dCTP, 400 µM dGTP, 400 µM dTTP, 
100 U/ml Taq-Purple DNA polymerasy, stabilizátory a aditiva 
• PCR voda (Top-Bio, Praha, ČR) 
• DNA matrice (10 ng/µl) (FCH VUT, Brno, ČR) 
 
4.1.6.2 Komponenty PCR pro druh Lactobacillus paracasei 
 
• Voda pro injekce ČSL 4 (Biotika, Slovenská Lupča, SR) - dále označovaná  
jako PCR voda 
• Reakční pufr kompletní pro Taq DNA polymerasu 1.1 (10 × koncentrovaný)  
(Top-Bio, Praha, ČR) 
o 100 mM Tris-HCl (pH 8,8 při 25 °C), 500 mM KCl, 1 % Triton X-100,  
15 mM MgCl2 
• dNTP směs (10 mM) (Top-Bio, Praha, ČR) 
• Oligonukleotidové primery (Oligo-Biotech, Hradec Králové, ČR) 
o  R para (10 pmol/µl) 
o  F para (10 pmol/µl) 
• Taq DNA polymerasa 1.1 (1U/µl) (Top-Bio, Praha, ČR) 
• DNA matrice (10 ng/µl) (FCH VUT, Brno, ČR) 
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4.1.6.3 Komponenty PCR pro syntézu biotinylovaného PCR produktu  
 
• Voda pro injekce ČSL 4 (Biotika, Slovenská Lupča, SR) - dále označovaná  
jako PCR voda 
• Reakční pufr kompletní pro Taq DNA polymerasu 1.1 (10× koncentrovaný)  
(Top-Bio, Praha, ČR) 
o 100 mM Tris-HCl (pH 8,8 při 25 °C), 500 mM KCl, 1 % Triton X-100,  
15 mM MgCl2 
• dNTP směs (10 mM) (Top-Bio, Praha, ČR) 
• Oligonukleotidové primery (Oligo-Biotech, Hradec Králové, ČR) 
o R s přisyntetizovaným biotinem na 5´ konci (R 5´ bio) (10 pmol/µl) 
o F para (10 pmol/µl) 
• Taq DNA polymerasa 1.1 (1U/µl) (Top-Bio, Praha, ČR) 
• DNA matrice (10 ng/µl) (FCH VUT, Brno, ČR) 
 
4.1.7 Roztoky pro selektivní izolaci DNA  
Postupy přípravy roztoků provedeny podle komerčně dostupných návodů  [38]. 
 
• 1 M NaCl („hybridizační pufr“) 
Rozpustit 5,6 g NaCl v 80 ml destilované vody, nastavit pH 7,5. Doplnit destilovanou 
vodou na objem 100 ml, promíchat. Sterilizovat v autoklávu (121 °C, 15 minut). 
 
• 2 M NaCl („promývací pufr“) 
Rozpustit 11,2 g NaCl v 80 ml destilované vody, nastavit pH 7,5. Doplnit destilovanou 
vodou na objem 100 ml, promíchat. Sterilizovat v autoklávu (121 °C, 15 minut). 
 
• 2 M KCl („vazebný pufr“) 
Rozpustit 15 g KCl v 80 ml destilované vody, nastavit pH 7,5. Doplnit destilovanou 
vodou na objem 100 ml, promíchat. Sterilizovat v autoklávu (121 °C, 15 minut).  
 
4.1.8 Magnetické nosiče 
 
• MPG Streptavidin (A) (Middlesex, New Jersey) 
Magnetické skleněné částice pokryté streptavidinem; koncentrace zásobního roztoku  
10 mg/ml (podrobnější specifikace uvedena v příloze 2). 
 
• PGMA-NH2-STV (B) 
Magnetické polyglycidylmethakrylátové částice pokryté streptavidinem;  
0,43 mg streptavidinu/g; koncentrace zásobního roztoku neuvedena. Částice byly připraveny 
na Makromolekulárním ústavu Akademie věd ČR v Praze (Ing. Daniel Horák, CSc.). 
 
• Streptavidin – coated immunomagnetic beads (C) (Calbiochem, Darmstadt, Germany) 
Magnetické částice pokryté streptavidinem; koncentrace zásobního roztoku 10 mg/ml. 
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4.1.9 Probiotický doplňek stravy BIFI pangamin 
 
• I. (Pivovar Braník, Praha, ČR) 
 
• II. (Rapeto, Praha, ČR) 
 
Doplněk stravy v tabletách - BIFI pangamin obsahuje 50 % kvasniční biomasy  
a 50 % odtučněného mléčného polotovaru s obsahem bifidobakterií a laktobacilových kultur  
s dieteticko - ochranými účinky [44]. 
 
4.1.10 Přístroje a pomůcky 
 
• Analytické váhy Kern ew (Novoť, SK) 
• Centrifuga MINI Spin 13 400 min-1 (Eppendorf, Hamburg, Německo) 
• Digitální fotoaparát Demage Z5 (Konica Minolta, USA)  
• Exikátor typ N 86 KN.18 (KNF Neuberger Labport, Freiburg, SRN)  
• Fotoaparát Polaroid CD34 a film T667 (Ultra Lum, Polaroid, Cambridge, USA) 
• Hybridizační inkubátor 2 000 (SciGene, Sunnyvale, USA) 
• Magnetický separátor Invitrogen Dynal AS (Dynal Biotech, Oslo, Norsko) 
• Mikropipety Discovery HTL o objemu 10 µl, 20 µl 200 µl, 1000 µl (PZ HTL, 
Varšava, Polsko) 
• Mikrovlnná trouba SMW 5020 (SENCOR, ČR) 
• Laboratorní váhy B0430 (Ohaus, USA)  
• PCR purifikační kit QIAquick 
• Očkovací box (Fatran, ČR) 
• NanoPhotometerTM (Implen, Německo) 
• Minicykler PTC-100TM (MJ Research , Watertown, USA) 
• Termocykler PTC-200 (BIO-RAD Lab., USA) 
• Termostat – Mini inkubator (Labnet, USA) 
• Termostat FTC 901 (VELP SCIENTIFICA, Miláno, Itálie) 
• Transiluminátor TVR 3121 (Spectroline, Paramount, USA) 
• Zařízení pro elektroforézu Easy-Cast, model B1 (Owl Scientific, USA) 
• Zařízení pro elektroforézu Mini gel unit 7x10 cm (Hoefer, USA) 
• Zdroj elektrického napětí pro elektroforézu Lighting Volt Power Supply, 
model OSP 300 (Owl Scientific, USA) 
• Běžné laboratorní sklo, umělohmotný materiál a běžné laboratorní pomůcky 
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4.2 Metody 
 
Není-li uvedeno jinak, byly jednotlivé postupy provedeny podle návodů k laboratorním 
cvičením Molekulární biotechnologie (Španová a Rittich, 2009, nepublikováno). 
 
4.2.1 Kultivace bakteriálních buněk a ověření jejich čistoty 
 
Z kultury, uchovávané při - 80 °C v 15 % glycerolu, po rozmražení byla část naočkována 
na misku s MRS agarem metodou křížového roztěru. Zbývající část kultury byla přenesena 
do 10 ml tekutého média MRS (inokulace 1 – 3 %). Kultivace probíhala aerobně v termostatu 
při 37 °C 24 hodin. 
Po kultivaci byl vizuálně zkontrolován vzhled kolonií na Petriho miskách, které byly dále 
uchovávány v lednici.  
 
4.2.2 Izolace bakteriální DNA metodou fenolové extrakce 
4.2.2.1 Příprava buněk pro izolaci DNA 
 
Po dobu 3 minut v 1,5 ml zkumavkách eppendorf byl centrifugován při 15 000 otáčkách 
1 ml bakteriální kultury narostlé přes noc v MRS médiu. Supernatant byl opatrně slit 
a sediment buněk byl nechán dobře odkapat. 
 
4.2.2.2 Lyze buněk 
 
1. Sediment buněk byl resuspendován v 1 ml lyzačního roztoku A (nejdříve bylo přidáno 
100 µl roztoku, poté zbývajících 900 µl). Suspenze byla důkladně promíchána. 
2. Suspenze byla centrifugována při 15 000 otáček po dobu 3 minut. Supernatant byl 
opatrně slit a sediment nechán dobře okapat.  
3. K sedimentu bylo přidáno 500 µl lyzačního roztoku B a sediment byl důkladně 
rosuspendován.  
4. Vzorky byly inkubovány při laboratorní teplotě po dobu 1 hodiny. Občas byly 
promíchány. 
5. K suspenzi bylo přidáno 25 µl 20 % SDS a 5 µl proteinázy K (100 µg/ml), vše bylo 
promícháno.  
6. Vzorky byly inkubovány 1 hodinu při 55 °C do projasnění, případně do druhého dne. 
Občas byly promíchány.  
7. Do zkumavky eppendorf bylo odebráno 20 µl hrubého lyzátu buněk na gelovou 
elektroforézu. Skladováno v mrazničce. 
8. Ke vzorkům bylo přidáno 10 µl RNázy A (100 µg/ml)  a po promíchání byly vzorky 
inkubovány při 37 °C po dobu 30 minut (degradace RNA). 
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Takto připravené hrubé lyzáty obsahují vedle DNA velké množství proteinů a fragmentů 
RNA, proto se provádí purifikace DNA metodou fenolové extrakce. Pokud purifikace 
nenavazuje bezprostředně po izolaci, mohou být vzorky uchovány při - 20 °C, aby se předešlo 
možné degradaci DNA.  
 
4.2.2.3 Deproteinace DNA fenolovou extrakcí 
 
1. K lyzátům buněk byl přidán stejný objem předestilovaného fenolu (pH 7,8). Směs byla 
kývavým pohybem opatrně promíchávána 4 minuty.  
2. Centrifugace při 15 000 otáčkách 3 minuty. 
3. Pomocí špičky s ustřiženým hrotem byla odebrána horní vodní fáze s DNA do čisté 
eppendorfovy zkumavky. Bylo potřeba postupovat opatrně, aby nebyla odebrána 
proteinová mezivrstva. 
4. Při získání malého objemu vodní fáze byl opakován krok 2 a 3.  
5. K vodní fázi s DNA bylo přidáno 700 µl CIZ a směs byla opatrně promíchávána 
kývavým pohybem 4 minuty. 
6. Směs byla centrifugována při 15 000 otáčkách 3 minuty. 
7. Horní vodní fáze byla odebrána do čisté eppendorfovy zkumavky.  
 
4.2.2.4 Srážení DNA 96 % ethanolem 
 
1. Byl změřen objem vzorku DNA v eppendorfově zkumavce. 
2. Ke vzorku DNA byla přidána 1/10 objemu 3 M octanu sodného a vzorek byl 
promíchán.  
3. Bylo přidáno 2,5 objemu 96 % ethanolu a směs byla promíchána. 
4. DNA se nechala 1 hodinu vysrážet při - 20 °C. 
5. Směs byla 15 minut centrifugována při 15 000 otáčkách. 
6. Opatrně byl slit supernatant. 
7. Sediment obsahující DNA byl sušen v exikátoru (15 min). 
8. DNA byla rozpuštěna v 200 µl TE pufru a uskladněna při 4 °C.  
 
Takto izolovaná DNA byla použita pro agarózovou gelovou elektroforézu, 
pro spektrofotometrické měření, pro selektivní izolaci DNA a jako matrice pro rodově  
a druhově specifickou PCR.  
 
4.2.3 Izolace DNA z doplňků stravy – BIFI pangamin 
Postup proveden podle návodu „Izolace DNA z tablet“ [44]. 
 
1. Tableta byla sterilně odebrána, otřena ethanolem a rozdrcena. 
2. K 1 g rozdrcené tablety bylo přidáno 5 ml lyzačního roztoku B, vzorek byl 
rozsuspendován. 
3. Po 1 hodině inkubace při laboratorní teplotě ke vzorku bylo přidáno 500 µl 20 % SDS 
a 5 µl proteinázy K (1 mg/ml). 
4. Vzorek inkubován při 55 °C do druhého dne. 
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Z takto připravených hrubých lyzátů buněk přítomných v tabletách se DNA izoluje 
metodou fenolové extrakce (4.2.2.3) a purifikuje přesrážením v 96 % ethanolu (4.2.2.4). 
Skladuje se při 4 °C v 500 µl TE pufru. Přítomnost DNA v lyzátu byla ověřena  
na 0,8 % agarozové gelové elektroforéze. 
Tento hrubý lyzát může být uchováván v mrazničce při - 20 °C.  
 
4.2.4 Agarózová gelová elektroforéza DNA 
 
0,8 % agarózová gelová elektroforéza byla používána k ověření přítomnosti a kvality 
izolované chromosomální bakteriální DNA.  
 
4.2.4.1 Příprava agarózového gelu 
 
1. Příslušné množství agarózy bylo rozpuštěno v daném objemu 0,5 × koncentrovaného 
TBE pufru (0,8 % agarózový gel byl připraven z 0,8 g agarózy a 100 ml 0,5 x TBE 
pufru). 
2. Suspenze byla důkladně rozvařena v mikrovlnné troubě za opakovaného míchání. 
3. Roztok byl ochlazen na teplotu zhruba 60 °C a poté byl nalit do vaničky s hřebínkem, 
položené na vodorovné ploše.  
4. Gel byl nechán při laboratorní teplotě ztuhnout (přibližně 1 hodinu). 
5. Před nanášením vzorků na gel byl opatrně vyjmut hřebínek.    
 
4.2.4.2 Nanášení vzorek, provedení gelové elektroforézy, barvení 
 
1. Před nanesením na gel byl vzorek připraven smícháním požadovaného množství DNA 
se stop pufrem (6 × koncentrovaným) v poměru 5 : 1.  
2. Zpravidla bylo smícháno 15 µl hrubého lyzátu se 3 µl stop pufru, a nebo 10 µl 
purifikované DNA, 5 µl TE pufru a 3 µl stop pufru. 
3. Vzorky byly nanášeny do komůrek na gelu ve směru zprava doleva. 
4. Gel byl umístěn do elektroforetické vany v takové orientaci, aby záporně nabitá DNA 
putovala k anodě. Gel byl opatrně převrstven 0,5 × koncentrovaným TBE pufrem  
(do výšky 2 – 3 mm nad agarózový gel). 
5. Elektroforéza byla spuštěna zapnutím zdroje nastaveného na 60 V. Separace probíhala 
obvykle po dobu 90 minut nebo tak dlouho, dokud bromfenolová modř ze stop pufru 
nedomigrovala alespoň do 2/3 agarózového gelu.  
6. Po skončení elektroforézy byl gel barven v roztoku ethidiumbromidu (0,5 µg/ml)  
po dobu 1/2 hodiny.  
7. Obarvený gel byl opláchnut v destilované vodě a prohlížen na transiluminátoru  
v UV světle (305 nm). Pro dokumentaci byl gel vyfotografován digitálním 
fotoaparátem nebo Polaroid kamerou na film Polaroid 667. 
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4.2.5 Spektrofotometrické stanovení koncentrace a čistoty 
 
Koncentrace a čistota DNA byla měřena na univerzálním NanoPhotometruTM od Implenu, 
na kterém lze měřit velmi malé objemy vzorku (µl) ve speciálních Label GardTM 
mikrolitrových kyvetách.  
Postup byl následující [50]: 
1. Byla vložena Label GuardTM mikrolitrová kyveta do příslušného místa přístroje čelním 
sklem po směru světelného paprsku. 
2. Z předdefinovaných metod byl pro analýzu nukleových kyselin volen postup stiskem: 
• Label Gard Applications 
• Nucleic acid 
• ds DNA / ss DNA 
3. Byl vybrán vhodný „lid“ (víčko) na měření koncentrace DNA (Tab. 4) 
 
Tab. 4: Parametry závislé na výběru „lidu“ [50]. 
 
Označení víčka lid 5  lid 10 lid 50 lid 100 
optická dráha [mm]    2      1    0,2    0,1 
virtuální zředění  1:5    1:10   1:50   1:100 
objem vzorku [µl]     6 - 10   3 - 5   0,7 - 4   0,7 - 3 
měřitelný rozsah DNA [ng/µl]     7 - 350    15 - 700  250 - 4000  500 - 8000 
 
4. Do centra měřícího okna byl napipetován vhodný objem TE pufru jako blank. 
5. Po správném nasazení víčka do zarážek bylo provedeno nakalibrování. 
6. Vzorky byly pipetovány o stejném objemu jako blank a po nasazení víčka byly 
proměřeny. 
7. Koncentrace DNA [ng/µl], hodnoty A230, A260, A280, A320, A260/A280, A260/A320 byly 
odečteny z displeje. 
8. Víčko i měřící okno bylo po každém měření dobře očištěno. 
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4.2.6 Polymerázová řetězová reakce 
4.2.6.1 Rodově specifická PCR  
 
Bakterie rodu Lactobacillus se detekují pomocí úseku DNA dlouhého 250 bp, který je 
amplifikován pomocí rodově specifických primerů LbLMA 1- rev a R 16 - 1 [51]: 
 
• LbLMA 1- rev (rodově specifický primer) 
5´- CTC AAA ACT AAA CAA AGT TTC - 3´ 
• R 16 - 1  (univerzální primer):    
5´- CTT GTA CAC ACC GCC CGT CA - 3´ 
 
Rodově specifická PCR směs byla připravována v objemu 25 µl dle Tab. 5: Pořadí 
a množství komponent přidávaných do jednotlivých PCR směsí. PCR reakce probíhala podle 
podmínek programu LBC ROD (Tab. 6).  
 
4.2.6.2 Druhově specifická PCR 
 
Bakterie druhu Lactobacillus paracasei byly identifikovány pomocí sady specifických 
primerů R a F [52]. Při PCR reakci s těmito primery byl amplifikován produkt o velikosti  
80 bp.  
 
• R primer  
5´- CCT GCG GGT ACT GAG ATG TTT C - 3´ 
• F primer 
5´- ACA TCAGTG TAT TGC TTG TCA GTG AAT AC - 3´ 
 
Složení druhově specifické PCR směsi připraveno dle Tab. 5: Pořadí a množství komponent 
přidávaných do jednotlivých PCR směsí. PCR probíhala podle podmínek programu  
LBC PARA (Tab. 7). 
 
4.2.6.3 Příprava biotinylovaných PCR produktů 
 
Byla provedena druhově specifická PCR s biotinylovaným primerem R, biotin 
přisyntetizován na 5´ konci tohoto primeru a F primerem [52]. Pro amplifikaci amplikonů  
(80 bp) byly použity stejné podmínky jako u nebiotinylovaného primeru R.  
 
• R 5´ bio  
5´ bio - CCT GCG GGT ACT GAG ATG TTT C - 3´ 
• F primer 
5´- ACA TCAGTG TAT TGC TTG TCA GTG AAT AC - 3´ 
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4.2.6.4 Příprava PCR směsi 
 
1. Všechny komponenty PCR reakce byly před použitím vždy zkontrolovány, opatrně 
promíchány a krátce centrifugovány. 
2. Množství použitých PCR komponent se pro různé PCR lišila. Přesná množství jsou 
uvedena Tab. 5, případně u jednotlivých výsledků. Celkový objem PCR směsi byl 
roven 25 µl. 
3. PCR směs byla připravována do 200 µl eppendorfových zkumavek. 
4. Byly použity tyto způsoby přípravy PCR směsi (Tab. 5): 
• V daném pořadí byly přidávány jednotlivé komponenty, DNA matrice jako 
poslední (směs A). 
• Byla připravena směs komponent tzv. master mix. Master mix byl připraven 
smícháním jednotlivých reakčních komponent vynásobených počtem vzorků 
a kontrol. 1 µl DNA matrice byl přidán jednotlivě vždy ke 24 µl příslušné 
master mix směsi jako poslední  
• Byl použit komerčně dostupný PPP master mix, který byl doplněn primery, 
DNA matricí a vodou (dle doporučení výrobce) (směs B). 
5. Kontaminace reakčních komponent (negativní kontrola) byla kontrolována smícháním 
komponent, kde DNA matrice byla nahrazena 1 µl vody pro PCR. 
6. Jako kontrola specifity PCR reakce (pozitivní kontrola) byla použita DNA kmene 
Lactobacillus paracasei subsp. paracasei CCDM 211/06 sbírky Laktoflóra,  
ze kterého byla DNA vyizolována, purifikována a naředěna na koncentraci 10 ng/µl. 
Do PCR směsi byl použit 1 µl této DNA. 
7. Reakční komponenty byly smíchány v následujícím pořadí (Tab.5): 
 
Tab.5: Pořadí a množství komponent přidávaných do jednotlivých PCR směsí. 
 
Reakční komponenta Množství [µl] 
Složení PCR směsi pro rod Lactobacillus (směs A) 
PCR voda do 25 
10 x reakční pufr kompletní 2.5 
Směs dNTP (10 mM) 0,5 
LbLMA 1 - rev (10 pmol/µl) 1 
R 16 - 1 (10 pmol/µl) 1 
DNA polymerasa 1.1 (1U/µl) 1 
DNA matrice (10 ng/µl) 1  
Složení PCR směsi pro rod Lactobacillus (směs B) 
PPP master mix 12,5 
LbLMA 1- rev (10 pmol/µl) 1 
R 16 - 1 (10 pmol/µl) 1 
PCR voda do 25 
DNA matrice (10 ng/µl) 1  
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Reakční komponenta Množství [µl] 
Složení PCR směsi pro druh Lactobacillus paracasei subsp. paracasei 
PCR voda do 25 
10 x reakční pufr kompletní 2.5 
Směs dNTP (10 mM) 0,5 
R primer (10 pmol/µl) 0,5 
F primer (10 pmol/µl) 0,5 
DNA polymerasa 1.1 (1U/µl) 0,5 
DNA matrice (10 ng/µl) 1  
Složení PCR směsi na přípravu biotinylovaného PCR produktu  
pro druh Lactobacillus paracasei subsp. paracasei  
PCR voda do 25 
10 x reakční pufr kompletní 2.5 
Směs dNTP (10 mM) 0,5 
R 5´ bio (10 pmol/µl) 0,5 
F primer (10 pmol/µl) 0,5 
DNA polymerasa 1.1 (1U/µl) 0,5 
DNA matrice (10 ng/µl) 1  
 
4.2.6.5 Provedení PCR reakce 
 
1. Vzorky obsahující všechny složky PCR směsi byly důkladně promíchány,  
krátce centrifugovány. Mikrozkumavky byly umístěny do termocykleru. 
2. Na termocykleru byl nastaven odpovídající program PCR reakce (Tab. 6, 7) a reakce 
byla spuštěna. 
 
Tab. 6: Programy pro průběh PCR reakce pro identifikaci rodu Lactobacillus. 
 
Krok Teplota [°C] Čas 
Program LBC ROD 
1. 95 5 min 
2. 95 30 s 
3. 55 30 s 
4. 72 30 s 
5. 29 x opakování kroku č. 2 - 4 
6. 72 10 min 
7. 10 - 
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Tab. 7: Programy pro průběh PCR reakce pro identifikaci druhu Lb. paracasei. 
 
Krok Teplota [°C] Čas 
Program LBC PARA 
1. 95 5 min 
2. 95 30 s 
3. 50 30 s 
4. 72 1 min 
5. 34 x opakování kroku č. 2 - 4 
6. 72 5 min 
7. 10 - 
 
Po ukončení reakce byly vzorky uchovávány při teplotě - 20 °C. Detekce PCR produktů 
byla prováděna na 1,8 % agarózové gelové elektroforéze.  
 
4.2.6.6 Agarózová gelová elektroforéza PCR produktů 
 
Při detekci PCR produktů byl použit 1,8 % agarózový gel, byl přípraven stejným postupem 
jako gel v kapitole 4.2.4.1.  
Na gel bylo nanášeno 25 µl PCR produktu a 5 µl stop pufru. Pro přesné určení velikosti 
amplifikovaného PCR produktu bylo na gel nanášeno 5 µl standardu Malamité  
(100 bp žebříček).  
Dále bylo pokračováno  postupem totožným jako v kapitole 4.2.4.2 (krok 3. – 7.). 
 
4.2.7 Purifikace nukleových kyselin pomocí magnetických nosičů s STV 
Postupy provedeny podle komerčně dostupných návodů od PureBiotech [38], staly se 
základem modifikace metody selektivní izolace DNA. 
 
4.2.7.1 Příprava nosičů s navázanou komplementární DNA sondou 
 
1. Přenést 100 µl (1,0 mg) magnetických nosičů pokrytých streptavidinem do 1,5 ml 
eppendorffovy zkumavky. Magnetická separace (roztok umístěn v magnetickém 
separátoru nejméně 30 s). Opatrně odebrat supernatant (zkumavka stále umístěna 
v separátoru). 
2. Přidat 100 µl „Vazebného pufru“ (2 M KCl) a promíchat. Magnetická separace, 
odebrat supernatant. 
3. V jiné zkumavce: smíchat 500 pmol biotinylované komplementární DNA sondy 
s 50 µl „Vazebného pufru“ (2 M KCl) a dH2O doplnit na výsledný objem 100 µl. 
Směs přidat k magnetickým nosičům. Promíchat při laboratorní teplotě 3 – 5 minut. 
Magnetická separace, opatrně odebrat supernatant.  
4. Přidat 100 µl „Promývacího pufru“ (2 M NaCl) k DNA sondám navázaných  
na nosiče, promíchat. Magnetická separace, odebrat supernatant. 
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4.2.7.2 Hybridizace nukleových kyselin 
 
1. V samostatné zkumavce smíchat 50 µl „Hybridizačního pufru“ (1 M NaCl), 
nukleových kyselin a objem doplnit dH2O na 100 µl. Denaturace DNA 70 °C  
2 – 3 minuty a prudce ochladit (led, chlazený bloček). Tuto směs přidat k DNA 
sondám navázaných na nosiče. Inkubace 5 minut při laboratorní teplotě. 
Magnetická separace, odebrat supernatant. 
2. Přidat 100 µl „Promývací pufru“ (2 M NaCl), promíchat. Magnetická separace, 
opatrně odebrat supernatant. 
 
4.2.7.3 Izolace hybridizované nukleové kyseliny 
 
1. K nosičům s navázanou DNA přidat 100 µl TE pufru nebo dH2O. Zahřát na 70 °C 
2 – 3 min (uvolnění požadované purifikované DNA). Magnetická separace, rychle 
a opatrně odebrat uvolněnou DNA v supernatantu do čisté zkumavky.  
1 x opakovat.  
2. DNA možno skladovat sušenou, zmraženou při -20 °C v TE pufru nebo při 20 °C 
v ethanolu. 
 
4.2.8 Přečištění PCR produktů pomocí purifikačního kitu QIAquick 
Postup přečištění PCR produktů pomocí purifikačního kitu QIAquick byl prováděn  
dle přiloženého manuálu [51]. 
 
1. K 100 µl PCR produktu bylo přidáno 500 µl PBI pufru (ke kterému byl před prvním 
použitím purifikačního kitu přidán 96 % ethanol dle pokynů výrobce na štítku 
lahvičky); PBI pufr byl součástí purifikačního kitu a jeho složení nebylo uvedeno. 
2. Směs byla přenesena do kolonky, umístěné do eppendorfovy zkumavky,  
a centrifugována 30 – 60 sekund. Z eppendorfovy zkumavky byl odstraněn filtrát.   
3. Do kolonky bylo přidáno 0,75 ml PE pufru (součást kitu, složení neuvedeno) a směs 
byla opět stočena 30 – 60 sekund. Z eppendorfovy zkumavky byl odstraněn filtrát. 
Kolonka byla opět umístěna do eppendorfovy zkumavky a stočena 1 minutu (důležité 
pro úplné odstranění ethanolu ze vzorku). 
4. Kolonka byla přenesena do čisté 1,5 ml zkumavky eppendorf. Do středu membrány  
v kolonce bylo přidáno 50 µl EB pufru (součást kitu, složení neuvedeno). 
5. Směs se nechala 1 minutu inkubovat a poté byla stočena 1 minutu.  
6. Filtrát obsahující přečištěné biotinylované PCR produkty byl použit pro navázání  
na magnetické nosiče pokryté streptavidinem. 
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4.2.9 Modifikovaná metoda selektivní izolace DNA 
Komerčně dostupné návody od PureBiotech na purifikaci nukleových kyselin pomocí 
nosičů s STV [38], se staly základem pro vypracování modifikované metody selektivní 
izolace DNA, jejíž jednotlivé kroky byly v průběhu této práce testovány a optimalizovány.  
Na Schéma 2 je nazančen průběh selektivní zolace DNA. 
4.2.9.1 Příprava nosičů s navázanou komplementární DNA sondou 
 
1. Do 1,5 ml eppendorfových zkumavek bylo přeneseno 50 µl magnetických nosičů 
s navázaným streptavidinem. 
2. Roztok umístěn do magnetického separátoru nejméně na 30 sekund  
(magnetická separace). 
3. Byl opatrně odebrán supernatant (zkumavka stále umístěna v separátoru).  
4. Bylo přidáno 100 µl 2 M KCl a vše dobře promícháno. 
5. Po magnetické separaci byl opatrně odstraněn supernatant. 
6. V jiné zkumavce bylo smícháno 25 µl biotinylované komplementární DNA sondy 
s 25 µl 2 M KCl. Směs (50 µl) byla přidána k nosičům. Jako komplementární DNA 
sonda byl použit: 
• biotinylovaný primer R 5´ bio. 
• biotinylovaný PCR produkt, před přidáním k nosičům denaturován 
při 99 °C po dobu 2 minut a prudce ochlazen (chlazený bloček). 
7. Po promíchání inkubace při laboratorní teplotě 5 minut (vznik vazby STV – biotin). 
8. Po magnetické separaci byl opatrně odstraněn supernatant. 
9. Magnetické nosiče pokryté streptavidinem s navázanou komplementární DNA sondou 
byly promyty 100 µl 2 M NaCl. 
10. Po magnetické separaci byl opatrně odstraněn supernatant. 
 
4.2.9.2 Hybridizace nukleových kyselin 
 
1. V samostatné zkumavce eppendorf bylo smícháno 25 µl 1 M NaCl s 25 µl DNA 
Lactobacillus paracasei subsp. paracasei v TE pufru (degradovaná injekční jehlou  
a denaturovaná při 99 °C po dobu 2 minut, prudce ochlazena). 
2. Směs (denaturované DNA s 1 M NaCl) byla přidána k nosičům s navázanou sondou. 
3. Po promíchání byla provedena inkubace při laboratorní teplotě 5 minut  
(DNA/DNA hybridizace).  
4. Po magnetické separaci byl opatrně odstraněn supernatant. 
5. Nosiče pokryté streptavidinem s komplementárně navázanou DNA sondou  
a přihybridizovanou specifickou DNA byly promyty 100 µl 2 M NaCl. 
6. Po promíchání byla provedena magnetická seperace a byl odebrán supernatant. 
7. Opakované promývání nosiče se selektivně navázanou DNA 100 µl 2 M NaCl. 
8. Po magnetické separaci byl opatrně odstraněn supernatant.  
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4.2.9.3 Izolace hybridizované nukleové kyseliny 
 
1. K promytým nosičům se selektivně navázanou DNA bylo přidáno 50 µl TE pufru. 
2. Celá směs byla denaturována při 99 °C po dobu 4 minut (uvolnění molekul DNA, 
které hybridizovaly se sondou). 
3. Po magnetické separaci byla izolovaná DNA. 
4. Ke zbylým nosičům bylo přidáno 20 µl TE pufru. 
 
 
 
Schéma 2: Selektivní izolace DNA pomocí magnetických nosičů s navázaným 
streptavidinem a biotinylované komplementární DNA sondy (modifikace dle návodu  
od PureBiotech) [64]. 
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5 VÝSLEDKY 
5.1 Kultivace v tekutém médiu a na pevném agaru s ověřením čistoty. 
  
Bakteriální kmen Lactobacillus paracasei subsp. paracasei CCDM 211/06 byl 
nakultivován dle kapitoly 4.2.1. Po 20 hodinách kultivace při 37 °C v tekutém MRS médiu 
byl vytvořen mléčný zrnitý zákal. 
Poté byl vizuálně zkontrolován vzhled kolonií (velikost, tvar, zbarvení) naočkovaných 
křížovým roztěrem na plotny s tuhým MRS agarem (Obr. 12), taktéž po 20 hodinách 
kultivace při 37 °C. 
 
Obr. 12: Růst kolonií Lactobacillus paracasei subsp. paracasei CCDM 211/06 na MRS 
tuhém agaru po 20 hodinové kultivaci při 37 °C. 
 
 
 Po kultivaci se tekuté médium zakalilo a na misce narostly kolonie bílého 
neprůhledného lesklého vzhledu, stejné a pravidelně ohraničené velikosti. 
 Bakteriální kultura je čistá. 
 
5.2 Izolace bakteriální DNA fenolovou extrakcí 
 
Bakteriální DNA kmene Lactobacillus paracasei subsp. paracasei CCDM 211/06 byla 
izolovaná dle postupu uvedeného v kapitole 4.2.2. Na 0,8 % agarózový gel byly naneseny  
jak hrubé lyzáty buněk, tak DNA purifikována z těchto lyzátů izolovaných pomocí fenolové 
extrakce. Pomocí agarózové gelové elektroforézy byla ověřena přítomnost a intaktnost 
izolované DNA (Obr. 13).  
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                                                                                                                    +...DNA detekována 
 
 
 
 
Obr. 13: Agarózová gelová elektroforéza DNA z hrubého lyzátu a purifikované DNA 
z kmene Lactobacillus paracasei subsp. paracasei CCDM 211/06. Na gel bylo nanášeno  
15 µl vzorku DNA. 
 
 
 Na 0,8 % agarózovém gelu byla detekována DNA. Kromě chromosomální DNA byla 
patrná i extrachromosomální DNA, a také fragmenty RNA.  
 DNA izolovaná metodou fenolové extrakce byla relativně intaktní. 
 
5.3 Spektrofotometrické stanovení koncentrace a čistoty DNA  
 
Na Nanophotometru od Implenu byla spektrofotometricky změřena absorbance  
(dle kapitoly 4.2.5) v rozmezí vlnových délek 220 – 320 nm u vzorků DNA vyizolovaných 
pomocí fenolové extrakce z čisté kultury buněk Lactobacillus paracasei subsp. paracasei 
CCDM 211/06. Koncentrace a čistota DNA je uvedena v Tab. 8. 
 
Tab. 8: Spektrofotometrické stanovení koncentrace a čistoty vyizolované  
a purifikované bakteriální DNA Lactobacillus paracasei subsp. paracasei CCDM 211/06.  
Byl použit lid 5, objem vzorku 6 µl. 
 
 
 
 Bylo vyizolováno a přečištěno dostatečné množství DNA. Hodnoty vyizolované DNA 
v objemu 200 µl TE pufru se pohybovaly okolo koncentrace 124 ng/µl. Vyšší hodnota 
poměru absorbancí (A260/A280) poukazuje na přítomnost RNA ve vzorku.  
Běh č. DNA Detekce DNA 
1 + 
2 + 
3 
Hrubé lyzáty 
buněk 
+ 
4 + 
5 + 
6 
Purifikovaná DNA 
+ 
 Koncentrace DNA
 
[ng/µl] A230 A260 A280 A320 A260/A280 A260/A320 
Ø 124 0,203 0,500 0,243 0,006 2,084 2,508 
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5.4 Amplifikace DNA v rodově specifické PCR  
 
Vyizolovaná a purifikovaná DNA (Lactobacillus paracasei subsp. paracasei  
CCDM 211/06) byla naředěna TE pufrem až na koncentraci 10 fg/µl a následně 
amplifikována pomocí PCR (program LBC ROD) s rodově specifickými primery  
LbLMA1 - rev a R 16 - 1 (dle kapitoly 4.2.6). Byla stanovena citlivost PCR, tj. nejnižší 
množství DNA, které dává PCR produkt (délky 250 bp), jež je ještě vizuálně detekovatelné  
na gelu. Pro amplifikaci byly požity 2 různé DNA polymerasy. 
5.4.1 Použití Taq polymerasy 1.1 (1 U/µl) 
 
Různě ředěná DNA byla amplifikována v PCR s 1 µl Taq polymerasy 1.1. PCR produkty 
byly detekovány na gelu (Obr. 14). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                                                                              
+++........PCR produkt detekován  silně 
                                                                                                                    ++...PCR produkt detekován zřetelně 
                                                                                                                     +.......PCR produkt detekován slabě 
                                                                                                                      -............PCR produkt nedetekován 
 
Obr. 14: Agarózová gelová elektroforéza rodově specifických PCR produktů  
(250 bp) amplifikovaných pomocí Taq polymerasy 1.1 (1 U/µl) z postupně naředěné 
purifikované DNA Lactobacillus. Na gel bylo nanášeno 25 µl PCR produktu. 
 
 
 Nejnižší množství DNA, které se amplifikuje v PCR Taq polymerasou 1.1 (1 U/µl)  
a dává PCR produkt vizuálně detekovatelný na 1,8 % gelu, je 10 pg DNA. 
 
 
 
 
 
 
Běh č. Množství DNA  / PCR směs 
Detekce 
PCR produktu 
1     10   ng +++ 
2       1   ng ++ 
3   100   pg + 
4     10   pg + 
5       1   pg - 
6   100    fg - 
7     10    fg - 
8 STANDARD 100 bp žebříček 
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5.4.2 Použití Taq Purple DNA polymerasy (100 U/ml) v PPP master mixu 
 
Různě ředěná DNA byla amplifikována v PCR s 2,5 U Taq Purple polymerasou  
v PPP master mixu. PCR produkty byly detekovány na gelu (Obr. 15). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                                                                         
+++.......PCR produkt detekován  silně 
                                                                                                                    ++...PCR produkt detekován zřetelně 
                                                                                                                     +.......PCR produkt detekován slabě 
                                                                                                                      -............PCR produkt nedetekován 
 
Obr. 15: Agarózová gelová elektroforéza rodově specifických PCR produktů  
(250 bp) amplifikovaných z postupně naředěné purifikované DNA Lactobacillus pomocí 
PPP master mixu. Na gel bylo nanášeno 25 µl PCR produktu. 
 
 
 Nejnižší množství DNA, které je amplifikovatelné Taq Purple polymerasou  
v PPP master mixu a dává PCR produkt detekovatelný na 1,8 % gelu, je 100 fg DNA. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Běh č. Množství DNA / PCR směs 
Detekce 
PCR produktu 
1   100   ng +++ 
2     10   ng ++ 
3       1   ng ++ 
4   100   pg ++ 
5     10   pg + 
6       1   pg + 
7   100    fg + 
8     10    fg - 
9 STANDARD 100 bp žebříček 
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5.5 Amplifikace DNA v druhově specifické PCR  
 
Stanovení citlivosti druhově specifické PCR bylo prováděno totožně jako při stanovení 
citlivosti rodově specifické PCR. Byla použita naředěná purifikovaná DNA Lactobacillus 
paracasei subsp. paracasei CCDM 211/06. Byly použity druhově specifické primery R a F, 
Taq DNA polymerasa 1.1 (1 U/µl), PCR program LBC PARA (viz. kapitola 4.2.6). Do PCR 
směsi byl pipetován 1 µl DNA matrice. Vysledný amplikon (80 bp) je detekován na gelu 
(Obr. 16). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                                                                                    ++...PCR produkt detekován zřetelně 
                                                                                                                      -............PCR produkt nedetekován 
 
 
Obr. 16: Agarózová gelová elektroforéza druhově specifických PCR produktů (80 bp) 
amplifikovaných z postupně ředěného množství purifikované DNA Lb. paracasei. Na gel 
bylo nanášeno 25 µl PCR produktu. 
 
 
 Nejnižší množství DNA, které je amplifikovatelné v PCR při použití druhově 
specifických primerů a dává PCR produkt detekovatelný na gelu je 100 pg DNA 
Lactobacillus paracasei subsp. paracasei CCDM 211/06.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Běh č. Množství DNA / PCR směs 
Detekce 
PCR produktu 
1     10   ng ++ 
2       1   ng ++ 
3   100   pg ++ 
4     10   pg - 
5       1   pg - 
6   100    fg - 
7     10    fg - 
8 STANDARD 100 bp žebříček 
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5.6 Příprava biotinylovaného purifikovaného PCR produktu 
 
Biotinylovaný PCR produkt byl připraven pomocí primeru R s biotinylovaným 5´ koncem 
a F. Byl připravován jako druhově specifický PCR produkt (pozitivní kontrola) a purifikován 
pomocí postupu v kapitole 4.2.8. Současně s přípravou PCR produktu byla prováděna 
negativní kontrola (Obr. 17). Koncentrace naamplifikované biotinylované DNA je uvedena  
v Tab. 9. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
+++.......PCR produkt detekován  silně 
                                                                                                                      -.............PCR produkt nedetekován 
 
 
Obr. 17: Agarózová gelová elektroforéza biotinylovaného PCR produktu a jeho 
negativní kontroly. Na gel bylo nanášeno 25 µl PCR produktu. 
 
 
Tab. 9: Spektrofotometrického stanovení koncentrace ds DNA u purifikovaných 
biotinylovaných PCR produktů na NanoPhotometru od Implenu. 
 
 Koncentrace PCR 
produktu
 
[ng/µl] A230 A260 A280 A320 A260/A280 A260/A320 
Ø 226 0,633 0,906 0,535 0,001 1,695 1,432 
 
 
 Na gelu byl detekován druhově specifický biotinylovaný PCR produkt  
o velikost 80 bp, který je po denaturaci vhodný na použití jako DNA sonda. 
 
Běh č. DNA  Detekce PCR produktu 
1 Biotinylovaný PCR produkt +++ 
2 NK - 
3 STANDARD 100 bp žebříček 
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5.7 Selektivní izolace DNA pomocí magnetických nosičů s STV  
 
Testování bylo prováděno analýzou DNA v supernatantech (kapalná fáze) po odseparování 
magnetických nosičů ze směsi. Supernatanty byly odebrány po imobilizaci DNA sondy 
(biotinylovaný primer, biotinylovaný denaturovaný PCR produkt) na magnetický nosič 
pokrytý streptavidinem (sup 1, 2), po DNA/DNA hybridizaci nukleových kyselin (sup 3, 4, 5)  
a po eluci izolované DNA z nosiče (sup 6). Na závěr byly testovány nosiče rozsuspendované 
v TE pufru. 
Supernatanty byly analyzovány pomocí PCR a spektrofotometricky. Hypotetické vlastnosti 
supernatantů jsou uvedeny v Tab. 10 (v posledním sloupci tabulky je pravděpodobné 
množství DNA v supernatantu a detekce PCR produktu na agarózovém gelu). 
 
Tab. 10: Analyzované supernatanty po odseparování magnetických nosičů a eluci DNA. 
DNA v supernatantu 
Krok selektivní 
izolace DNA 
su
pe
rn
a
ta
n
t 
Odebrání 
supernatantu po: 
Reakční  
směs 
amplifikace v PCR 
Sonda 
primer /PCR produkt 
Nenavázaná 
biotinylovaná sonda. 1 
Promíchání nosiče  
a sondy ve vazebném 
pufru. 
 
- / + 
Menší množství 
biotinylované sondy. 
Vazba biotin  
(DNA sonda) 
streptavidin 
(magnetický nosič) 2 Promytí nosiče 
s navázanou sondou. 
 
 
- / ± 
Detekce bakteriální 
DNA 
nepřihybridizované. 
3 
Promíchání nosiče 
se sondou s DNA  
ze vzorku. 
 
+++ / +++ 
Detekce menšího 
množství bakteriální 
DNA. 
4 
První promytí 
nosiče s komplexem. 
(nosič - sonda - DNA) 
 
+ / + 
Zbytková bakteriální 
DNA. 
Hybridizace 
nukleových kyselin 
5 
Druhé promytí 
nosiče s komplexem 
(nosič - sonda - DNA) 
 
- / - 
Detekce eluované 
bakteriální DNA. 6 
Po eluci izolované 
bakteriální DNA 
z nosiče (denaturaci 
hybridizovaného 
produktu).  ++ / ++ 
Detekce hybridizované 
/ neeluované DNA  
na nosiče. 
Izolace 
hybridizovaného 
řetězce 
7 Pouze nosiče v TE 
pufru. 
 
+ / + 
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5.7.1 Testování imobilizovaných DNA sond pro selektivní izolaci DNA 
 
Při selektivní izolaci DNA byly testovány dvě DNA sondy: biotinylovaný primer R 5´ bio, 
biotinylovaný denaturovaný PCR produkt specifický pro druh Lb. paracasei (dále jen 
biotinylovaný denaturovaný PCR produkt). Pro kontrolu byla použita místo biotinylované 
DNA sondy sterilní destilovaná voda. Jako magnetické nosiče byly použity MPG 
Streptavidin nosiče (A) a PGMA-NH2-STV nosiče (B). 
Biotin, navázaný na DNA sondu, byl využit k vazbě se streptavidinem, kterým je pokryt 
nosič. Takto imobilizovaná sonda se mohla svým volným DNA řetězcem pomocí DNA/DNA 
hybridizace komplementárně vázat s DNA ve vzorku. 
Postup selektivní izolace DNA (4.2.9) byl prováděn modifikací metody: Purifikace 
nukleových kyselin. Směs obsahující nosič a DNA sondu byla inkubována 5 min. Na sondu 
byla hybridizována denaturovaná (99 °C 2 minuty) DNA Lactobacillus paracasei  
subsp. paracasei CCDM 211/06 (c = 100 ng/µl) (1 250 ng DNA v reakční směsi). Tato DNA 
byla částečně degradována opakovaným pipetováním injekční stříkačkou. Izolace 
hybridizované DNA probíhala při teplotě 99 °C po 4 minuty. 
 
5.7.1.1 DNA sonda – biotinylovaný primer R 5´ bio  
 
Biotinylovaný primer R 5´ bio velikosti 20 bp byl přidáván k 50 µl promytých 
magnetických nosičů v množství 250 pmol ve 2 M KCl (celkový objem 50 µl). Byly 
testovány odebrané supernatanty (Tab. 10) na přítomnost DNA. Detekce DNA pomocí rodově 
specifických PCR produktů na agarózovém gelu je uvedena na Obr. 18 (I. amplifikován 1 µl, 
II. amplifikovány 3 µl supernatantu jako DNA matrice). Koncentrace DNA v supernatantech 
je uvedena v Tab. 11 (kapitola 5.7.1.4). 
 
 Pomocí obou typů nosičů (A, B) s imobilizovaným primerem byla po DNA/DNA 
hybridizaci izolovaná DNA, která byla prokázaná v PCR.  
 Byly detekovány rozdíly mezi nosiči v množství izolované DNA. 
 
5.7.1.2 DNA sonda – biotinylovaný denaturovaný PCR produkt 
 
Při selektivní izolaci pomocí magnetických nosičů byl testován jako DNA sonda 
biotinylovaný denaturovaný PCR produkt (80 bp). Příprava a purifikace biotinylovaného PCR 
produktu je uvedena v kap. 5.6, takto získaný produkt byl denaturován při 99 °C po dobu  
2 minut a rychle zchalzen na chladícím bločku.  
Bylo testováno 25 µl 664 pmol denaturovaného PCR produktu (ss DNA,  
1 mol = 250 × 680 g) ve 25 µl 2 M KCl. Byly testovány odebrané supernatanty na přítomnost 
DNA (Tab. 10). Detekce rodově specifických PCR produktů na agarózovém gelu je uvedena 
na Obr. 19 (I. amplifikován 1 µl, II. amplifikovány 3 µl supernatantu jako DNA matrice). 
Koncentrace DNA v supernatantech je uvedena v Tab. 11 (kapitola 5.7.1.4). 
 
 Pomocí obou typů nosičů s imobilizovanýcm denaturovaným PCR produktem byla  
po DNA/DNA hybridizaci izolovaná DNA, která byla prokázaná v PCR.  
 Byly prokázány rozdíly mezi nosiči v množství izolované DNA. 
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A............. MPG Streptavidin nosiče 
     B............... PGMA-NH2-STV nosiče 
+++.......PCR produkt detekován  silně                                                                                          
++...PCR produkt detekován zřetelně                                                                                            
+.......PCR produkt detekován slabě                                            
-............PCR produkt nedetekován                                                                                           
 
 
 Obr. 18: Agarózová gelová elektroforéza PCR produktů (250 bp) amplifikovaných 
pomocí rodově specifických primerů ze supernatantů odebraných při selektivní izolaci 
purifikované DNA Lb. paracasei (1 250 ng DNA v reakční směsi). Na gel bylo nanášeno  
25 µl PCR produktu, do PCR směsi byl pipetován 1 µl (I.) a 3 µl (II.) supernatantu jako DNA 
matrice. 
 
Běh č. DNA Mg. nosiče Detekce PCR produktu 
SONDA primer R 5´ bio  I. II. 
1 NK  - - 
2 Ø    
3 PK  +++ +++ 
4 STANDARD 
 100 bp žebříček 
5 Sup 1 A - Ø 
6 Sup 1  B - Ø 
7 Sup 2 A - Ø 
8 Sup 2 B - Ø 
9 Sup 3  A +++ Ø 
10 Sup 3 B +++ Ø 
11 Sup 4  A ++ Ø 
12 Sup 4 B - Ø 
13 Sup 5  A ++ Ø 
14 Sup 5 B - Ø 
15 Eluát DNA A +++ +++ 
16 Eluát DNA B    +/- + 
17 nosiče A + Ø 
18 nosiče B - Ø 
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A............. MPG Streptavidin nosiče 
B............... PGMA-NH2-STV nosiče 
+++.......PCR produkt detekován  silně                                                                                          
++...PCR produkt detekován zřetelně                                                                                            
+.......PCR produkt detekován slabě                                                                             
-............PCR produkt nedetekován                                                                                           
 
 
Obr. 19: Agarózová gelová elektroforéza PCR produktů (250 bp) amplifikovaných 
pomocí rodově specifických primerů ze supernatantů odebraných při selektivní izolaci 
purifikované DNA  Lb. paracasei (1 250 ng DNA v reakční směsi). Na gel bylo nanášeno  
25 µl PCR produktu, do PCR směsi byl pipetován 1 µl (I.) a 3 µl (II.) supernatantu jako DNA 
matrice. 
Běh č. DNA Mg. nosiče Detekce PCR produktu 
SONDA biotinylovaný 
denaturovaný PCR produkt I. II. 
1 NK  -    - 
2 Ø    
3 PK  +++   +++ 
4 STANDARD  100 bp žebříček 
5 Sup 1 A +++ Ø 
6 Sup 1  B +++ Ø 
7 Sup 2 A + Ø 
8 Sup 2 B ++ Ø 
9 Sup 3  A +++ Ø 
10 Sup 3 B +++ Ø 
11 Sup 4  A ++ Ø 
12 Sup 4 B ++ Ø 
13 Sup 5  A + Ø 
14 Sup 5 B + Ø 
15 Eluát DNA A   +++ +++ 
16 Eluát DNA B    ++ ++ 
17 nosiče A +++ Ø 
18 nosiče B + Ø 
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5.7.1.3 Negativní kontrola s nosiči bez DNA sondy 
 
Místo biotinylované DNA sondy byla použita na selektivní separaci DNA sterilní 
destilovaná voda. Byla testována specifita a nutnost přítomnosti biotinylované DNA sondy, 
dále pak možnost nespecifické vazby bakteriální DNA na nosič. 
Byly testovány odebrané supernatanty (Tab. 10) na přítomnost DNA. Amplifikovatelnost 
DNA pomocí rodově specifických PCR produktů na agarózovém gelu je uvedena na Obr. 20. 
Koncentrace DNA v supernatantech je uvedena v Tab. 11 (kapitola 5.7.1.4). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A............. MPG Streptavidin nosiče 
B............... PGMA-NH2-STV nosiče 
+++.......PCR produkt detekován  silně                                            
++...PCR produkt detekován zřetelně                                                                                            
-............PCR produkt nedetekován                                                                                           
 
 
 
Obr. 20: Agarózová gelová elektroforéza rodově specifických PCR produktů (250 bp)  
ze supernatantů odebraných při selektivní izolaci purifikované DNA Lb. paracasei (1 250 ng 
v reakční směsi). Nepřítomnost DNA sondy. Na gel bylo nanášeno 25 µl PCR produktu. 
     Běh č. DNA Mg. nosiče Detekce PCR produktu 
       SONDA sterilní destilovaná voda 
1 NK  - 
2 Ø   
3 PK  +++ 
4 STANDARD  100 bp žebříček 
5 Sup 1 A - 
6 Sup 1  B - 
7 Sup 2 A - 
8 Sup 2 B - 
9 Sup 3  A +++ 
10 Sup 3 B +++ 
11 Sup 4  A ++ 
12 Sup 4 B - 
13 Sup 5  A - 
14 Sup 5 B - 
15 Eluát DNA A - 
16 Eluát DNA B - 
17 nosiče A - 
18 nosiče B - 
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 DNA byla přidávána k nosiči A i B bez navázáné DNA sondy. V eluátech DNA 
nebyla prokázána DNA.   
 Nebyla prokázána nespecifická vazba DNA na nosič. 
  
 
5.7.1.4 Shrnutí spektrofotometrického stanovení koncentrace DNA  
 
U supernatantů, odebraných při selektivní izolaci DNA na magnetický nosič pokrytý 
streptavidinem (A, B) za použití různých DNA sond, byla na NanoPhotometru od Implenu 
měřena koncentrace jednořetězcové DNA. 
 
Tab. 11: Spektrofotometrické stanovení koncentrací DNA ze supernatantů.  
Objem proměřovaného vzorku 6 µl, lid faktor 5. 
  
c ss DNA [ng/µl] 
vzorek Sonda 
primer R 5´ bio 
Sonda 
biotinylovaný 
denaturovaný PCR 
produkt 
Bez sondy, 
sterilní 
destilovaná voda 
Sup 1 A < 7 76,2 0,0 
Sup 1  B 25,2 71,8 0,0 
Sup 2 A 0,0 11,0 0,0 
Sup 2 B 0,0 18,0 0,0 
Sup 3  A 26,6 28,7 30,7 
Sup 3 B 20,7 26,6 26,3 
Sup 4  A 11,0 0,0 11,0 
Sup 4 B 0,0 0,0 0,0 
Sup 5  A 8,0 0,0 0,0 
Sup 5 B 0,0 0,0 0,0 
Eluát DNA A 19,4 15,0 < 7 
Eluát DNA B 20,5 14,6 < 7 
A...... MPG Streptavidin nosiče 
B........ PGMA-NH2-STV nosiče 
< 7… koncentrace naměřena pod detekčním limitem 
 
 Výsledné naměřené koncentrace DNA odpovídají detekci PCR produktů na gelu  
po amplifikaci. 
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5.7.2 Kontrola specifity DNA/DNA hybridizace  
 
Kontrola DNA/DNA hybridizace s imobilizovanými sondami na nosičích bez přidání 
bakteriální DNA. K magnetickým nosičům pokrytých streptavidinem (A, B) byla po návázaní 
biotinylované DNA sondy (primer, denaturovaný PCR produkt) přidána v kroku hybridizace 
sterilní destilovaná voda. Pro ověření specifity bylo 25 µl denaturované DNA v reakční směsi 
nahrazeno 25 µl sterilní destilované vody v 1 M NaCl (celkový objem 50 µl). 
 
5.7.2.1 DNA sonda – biotinylovaný primer R 5´ bio  
 
Na magnetický nosič pokrytý streptavidinem byl imobilizován biotinylovaný primer  
R 5´ bio jako DNA sonda. Tento primer obsahuje 20 bp komplementárních k DNA  
Lb. paracasei. Výsledky detekce PCR produktů ze supernatantů (Tab. 10), při nahrazení DNA 
ve vzorku adekváktním objemem sterilní destilované vody, jsou uvedeny na Obr. 21  
a koncentrace DNA v těchto supernatantech je uvedena v Tab. 12 (kap. 1.7.2.3). 
 
 V odebraných supernatantech ani v eluátu DNA nebyla prokázána přítomnost  
DNA amplifikované v PCR. 
 Nosiče nejsou kontaminované a nedochází k falešně pozitivním PCR reakcím,  
jež mohly být způsobeny kontaminací v průběhu experimentu. 
 
 
5.7.2.2 DNA sonda – biotinylovaný denaturovaný PCR produkt  
 
Na magnetický nosič pokrytý streptavidinem byl imobilizován biotinylovaný denaturovaný 
PCR produkt jako DNA sonda. Tato sonda obsahuje 80 bp komplementárních k DNA  
Lb. paracasei. Výsledky detekce PCR produktů ze supernatantů (Tab. 10), při nahrazení DNA  
ve vzorku adekváktním objemem sterilní destilované vody, na gelu jsou na Obr. 22  
(I. použity oba druhy nosičů, II. pouze nosič B) a koncentrace DNA v supernatantech je 
uvedena v Tab. 12 (kap. 1.7.2.3). 
 
 Sonda (biotinylovaný denaturovaný PCR produkt) se amplifikuje v PCR. PCR produkt 
velikosti 250 bp je detekován i v supernatantu: 3, eluovaná DNA. Výsledek je  
v souladu s hypotézou uvedenou v Tab. 10.   
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A...... MPG Streptavidin nosiče 
B........ PGMA-NH2-STV nosiče             
+++.......PCR produkt detekován  silně                                            
-............PCR produkt nedetekován                                       
 
 
 
 
Obr. 21: Agarózová gelová elektroforéza rodově specifických PCR produktů (250 bp) 
ze supernatantů odebraných při selektivní izolaci ze vzorku bez přítomnosti DNA  
(sterilní destilovaná voda), na nosičích pokrytých streptavidinem s navázanou soundou primer  
R 5´ bio. Na gel bylo nanášeno 25 µl PCR produktu.  
 
Běh č. DNA Mg. 
nosiče 
Detekce 
PCR produktu 
SONDA primer R 5´ bio, 
nepřítomnost DNA ve vzorku 
1 NK  - 
2 Ø   
3 PK  +++ 
4 STANDARD 
 100 bp žebříček 
5 Sup 1 A - 
6 Sup 1  B - 
7 Sup 2 A - 
8 Sup 2 B - 
9 Sup 3  A - 
10 Sup 3 B - 
11 Sup 4  A - 
12 Sup 4 B - 
13 Sup 5  A - 
14 Sup 5 B - 
15 Eluát DNA A - 
16 Eluát DNA B - 
17 nosiče A - 
18 nosiče B - 
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A...... MPG Streptavidin nosiče 
B........ PGMA-NH2-STV nosiče   
+++.......PCR produkt detekován  silně                                            
++...PCR produkt detekován zřetelně                                                                                            
+.......PCR produkt detekován slabě                                                                                            
-............PCR produkt nedetekován                                                                                           
 
 
 
 
Obr. 22: Agarózová gelová elektroforéza rodově specifických PCR produktů (250 bp) 
ze supernatantů odebraných při selektivní izolaci z DNA vzorku 
(sterilní destilovaná voda), na nosičích pokrytých streptavidinem s navázanou biotinylovanou 
PCR produkt soundou. Na Obr. 22/I. jsou použity oba druhy nosičů, na Obr. 22/II. je použit 
pouze nosič B. Na gel bylo nanášeno 25 µl PCR produktu. 
     Běh č. DNA Mg. nosiče Detekce PCR produktu 
SONDA biotinylovaný 
denaturovaný PCR produkt, 
nepřítomnost DNA ve vzorku 
 
I. II. 
1 NK  - - 
2 Ø    
3 PK  +++ +++ 
4 STANDARD 
 100 bp žebříček 
5 Sup 1 A +++ Ø 
6 Sup 1  B +++ +++ 
7 Sup 2 A - Ø 
8 Sup 2 B - +++ 
9 Sup 3  A ++ Ø 
10 Sup 3 B +++ ++ 
11 Sup 4  A - Ø 
12 Sup 4 B - - 
13 Sup 5  A - Ø 
14 Sup 5 B - - 
15 Eluát DNA A +++ Ø 
16 Eluát DNA B +/- ++ 
17 nosiče A +++ Ø 
18 nosiče B - + 
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5.7.2.3 Shrnutí spektrofotometrického stanovení koncentrace DNA  
 
V supernatantantech a eluátech u kontrol, odebraných při selektivní izolaci DNA  
na magnetcký nosič pokrytý streptavidinem (A, B) za použití různých DNA sond, byla  
na NanoPhotometru od Implenu měřena koncentrace jednořetězcové DNA. V postupu 
selektivní izolace byl vzorek DNA nahrazen adekvátním objemem sterilní destilované vody. 
V Tab. 12 jsou naměřené koncentrace jednořetězcové DNA v jednotlivých supernatantech. 
Zároveň zde můžeme porovnat chování dvou různých DNA sond, přičemž jedna se v PCR 
amplifikuje a druhá ne. 
 
 
Tab. 12: Spektrofotometrické stanovení koncentrací DNA ze supernatantů odebraných 
při selektivní izolaci DNA ze vzorku (bez přítomnosti DNA, streilní destilovaná voda). 
Objem proměřovaného vzorku 6 µl, lid faktor 5. 
 
 
 
 
< 7… koncentrace naměřena pod detekčním limitem 
 
 
 Naměřené koncentrace DNA odpovídají intenzitě PCR produktů detekovaných  
na gelu. Imobilizovaný primer nestačí pro amplifikaci v PCR na rozdíl  
od denaturovaného PCR produktu. 
 
 
 
 
c ss DNA [ng/µl] 
Sonda 
biotinylovaný 
 
Vzorek 
bez přítomnosti DNA Sonda 
primer R 5´ bio  denaturovaný PCR 
produkt 
Sup 1 A < 7 52,9 
Sup 1 B 30,0 23,0 
Sup 2 A 0,0 < 7 
Sup 2 B 0,0 < 7 
Sup 3 A 0,0 0,0 
Sup 3 B 0,0 0,0 
Sup 4 A 0,0 0,0 
Sup 4 B 0,0 0,0 
Sup 5 A 0,0 0,0 
Sup 5 B 0,0 0,0 
Eluát DNA A 27,2 18,3 
Eluát DNA B 36,3 19,8 
A......MPGStreptavidin nosiče 
B...... PGMA-NH2-STV nosiče 
 
71 
5.7.3 Testování doby DNA/DNA hybridizace  
 
Byla testována doba DNA/DNA hybridizace (5 minut, přes noc). Jako DNA sonda  
byl použit biotinylovaný primer a biotinylovaný denaturovaný PCR produkt. Izolovaná 
(denaturovaná) DNA Lb. paracasei v TE pufru (c = 200 ng/µl) přidávána k nosičům v reakční 
směsi s 1 M NaCl (celkový objem 50 µl) byla předem injekčně rozrušena. Ze supernatantů, 
odebraných při různých dobách hybridizace, byla měřena koncentrace a provedena PCR 
reakce jak rodová tak druhová. 
 
5.7.3.1 DNA sonda – biotinylovaný primer R 5´ bio  
 
Na magnetický nosič A a B byl imobilizován primer pomocí vazby streptavidin – biotin. 
Na komplementární úsek DNA sondy byla hybridizována DNA Lactobacillus. V prvním 
pokusu byla ponechána hybridizace 5 minut při laboratorní teplotě (5´), ve druhém pokusu  
se vznikající komplex nosič – sonda – DNA nechal inkubovat do druhého dne (ON´)  
v chladničce. Na Obr. 23 jsou uvedeny gely s rodově (I. 250 bp) a druhově (II. 80 bp) 
specifickými PCR produkty amplifikovaných z odebraných supernatantů (Tab. 10), 
koncentrace DNA v supernatantech jsou uvedeny v Tab. 13 (kap. 5.7.3.3). 
 
5.7.3.2 DNA sonda – biotinylovaný denaturovaný PCR produkt  
 
Testování doby DNA/DNA hybridizace při použití biotinylovaného denaturovaného PCR 
produktu probíhala za stejných podmínek jako při použití DNA sondy primer. Na Obr. 24 
jsou uvedeny gely s rodově (I. 250 bp) a druhově (II. 80 bp) specifickými PCR produkty. 
Amplifikována byla DNA z odebraných supernatantů (Tab. 10), koncentrace DNA  
v supernatech jsou uvedeny v Tab. 13 (kap. 5.7.3.3). 
 
 
 Výsledky, získané při testování doby DNA/DNA hybridizace, se shodují jak  
při použití sondy primer R 5´ bio tak i sondy biotinylovaný denaturovaný PCR 
produkt. 
 Získané eluáty DNA při různých dobách DNA/DNA hybridizace se v PCR chovaly 
identicky. 
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Obr. 23: Agarózová gelová elektroforéza PCR produktů amplifikovaných pomocí 
rodově (I. 250 bp) a druhově (II. 80 bp) specifických primerů ze supernatantů odebraných 
při selektivní izolaci DNA Lb. paracasei (2 500 ng DNA v reakční směsi) při různých dobách 
DNA/DNA hybridizace. DNA sonda biotinylovaný primer. Na gel bylo nanášeno 25 µl PCR 
produktu. 
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Detekce PCR produktu Běh č. DNA Magnetické  
nosiče Poznámka I. 250 bp II. 80 bp 
Řada 1 (sonda primer R 5´ bio) 
1 NK   - - 
2 Ø     
3 PK   +++ +++ 
4 STANDARD 
  100 bp žebříček 
5 Sup 1 A  - - 
6 Sup 1  B  - - 
7 Sup 2 A  - - 
8 Sup 2 B  - - 
9 Sup 3  A 5´ ++++ +++ 
10 Sup 3 B 5´ +++ ++ 
11 Sup 3 A ON´ ++++ +++ 
12 Sup 3 B ON´ +++ ++ 
13 Sup 4  A 5´ + - 
14 Sup 4 B 5´ - - 
15 Sup 4 A ON´ - - 
16 Sup 4 B ON´ + + 
Řada 2 (sonda primer R 5´ bio) 
1 NK   - - 
2 Ø     
3 PK   +++ +++ 
4 STANDARD   100 bp žebříček 
5 Sup 5  A 5´ - - 
6 Sup 5 B 5´ - - 
7 Sup 5 A ON´ + - 
8 Sup 5 B ON´ + - 
9 Eluát DNA A 5´ ++ ++ 
10 Eluát DNA B 5´ ++ + 
11 Eluát DNA A ON´ +++ ++ 
12 Eluát DNA B ON´ + + 
13 nosiče A 5´ +++ + 
14 nosiče B 5´ +/- - 
15 nosiče A ON´ + + 
16 nosiče B ON´ + - 
A...... MPG Streptavidin nosiče 
B...... PGMA-NH2-STV nosiče 
5´......inkubace 5 minut 
ON´...inkubace do druhého dne 
 
+++...PCR produkt detekován  silně 
++...PCR produkt detekován zřetelně 
  +…PCR produkt detekován slabě 
     -....PCR produkt nedetekován 
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Řada 2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Řada 1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Řada 2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Obr. 24: Agarózová gelová elektroforéza PCR produktů amplifikovaných pomocí 
rodově (I. 250 bp) a druhově (II. 80 bp) specifických primerů ze supernatantů odebraných 
při selektivní izolaci DNA Lb. paracasei (2 500 ng DNA v reakční směsi) při různých dobách 
DNA/DNA hybridizace. DNA sonda biotinylovaný denaturovaný PCR produkt. Na gel bylo 
nanášeno 25 µl PCR produktu. 
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Detekce PCR produktu Běh č. DNA Magnetické  
nosiče Poznámka I. 250 bp II. 80 bp 
Řada 1 (sonda biotinylovaný denaturovaný PCR produkt) 
1 NK   - - 
2 Ø     
3 PK   +++ +++ 
4 STANDARD   100 bp žebříček 
5 Sup 1 A  +++ +++ 
6 Sup 1  B  +++ +++ 
7 Sup 2 A  - - 
8 Sup 2 B  ++ + 
9 Sup 3  A 5´ +++ +++ 
10 Sup 3 B 5´ +++ +++ 
11 Sup 3 A ON´ +++ +++ 
12 Sup 3 B ON´ +++ +++ 
13 Sup 4  A 5´ + - 
14 Sup 4 B 5´ ++ ++ 
15 Sup 4 A ON´ ++ + 
16 Sup 4 B ON´ ++ + 
Řada 2 (sonda biotinylovaný denaturovaný PCR produkt) 
1 NK   - - 
2 Ø     
3 PK   +++ +++ 
4 STANDARD   100 bp žebříček 
5 Sup 5  A 5´ ++ + 
6 Sup 5 B 5´ + - 
7 Sup 5 A ON´ + + 
8 Sup 5 B ON´ + - 
9 Eluát DNA A 5´ +++ +++ 
10 Eluát DNA B 5´ - ++ 
11 Eluát DNA A ON´ +++ +++ 
12 Eluát DNA B ON´ - ++ 
13 nosiče A 5´ +++ +++ 
14 nosiče B 5´ - + 
15 nosiče A ON´ +++ +++ 
16 nosiče B ON´ - + 
A...... MPG Streptavidin nosiče 
B...... PGMA-NH2-STV nosiče 
5´......inkubace 5 minut 
ON´...inkubace do druhého dne 
 
 
+++...PCR produkt detekován  silně 
++...PCR produkt detekován zřetelně 
  +…PCR produkt detekován slabě 
     -....PCR produkt nedetekován 
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5.7.3.3 Spektrofotometrické stanovení koncentrace DNA  
 
U supernatantů, odebraných při selektivní izolaci DNA na magnetický nosič pokrytý 
streptavidinem (A, B) za použití různých DNA sond při testování doby hybridizace, byla  
na NanoPhotometru od Implenu měřena koncentrace jednořetězcové DNA. V Tab. 13 jsou 
naměřené koncentrace jednořetězcové DNA v jednotlivých supernatantech, můžeme zde 
porovnat chování dvou různých DNA sond. 
 
Tab. 13: Spektrofotometrické stanovení koncentrací DNA ze supernatantů.  
Objem proměřovaného vzorku 6 µl, lid faktor 5. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
< 7… koncentrace naměřena pod detekčním limitem 
 
 Naměřené koncentrace DNA odpovídají intenzitě PCR produktů detekovaných na gelu 
v druhově i rodově specifických PCR při různých dobách hybridizace. 
 Podle naměřených koncentrací DNA v eluátech nedošlo při prodloužené době 
DNA/DNA hybridizace k výraznému rozdílu v množství izolované DNA.  
css DNA [ng/µl] 
vzorek Sonda 
primer 5´ bio 
Sonda biotinylovaný  
denaturovaný  
PCR produkt 
Sup 1 A  0,0 84,0 
Sup 1 B  0,0 75,0 
Sup 2 A  0,0 < 7 
Sup 2 B  0,0 13,5 
Sup 3 A 5´ 116,0 67,0 
Sup 3 B 5´ 79,5 77,9 
Sup 3 A ON´ 124,0 65,2 
Sup 3 B ON´ 62,9 71,6 
Sup 4 A 5´ 0,0 < 7 
Sup 4 B 5´ 0,0 7,5 
Sup 4 A ON´ 0,0 < 7 
Sup 4 B ON´ 0,0 9,8 
Sup 5 A 5´ 0,0 < 7 
Sup 5 B 5´ 0,0 < 7 
Sup 5 A ON´ 0,0 < 7 
Sup 5 B ON´ 0,0 < 7 
Eluát DNA A 5´ 33,3 44,8 
Eluát DNA B 5´ 28,9 17,8 
Eluát DNA A ON´ 32,6 40,1 
Eluát DNA B ON´ 16,3 17,0 
A......MPGStreptavidin nosiče 
B...... PGMA-NH2-STV nosiče 
 5´......inkubace 5 minut 
ON´......inkubace do druhého dne 
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5.7.4 Testování teploty DNA/DNA hybridizace  
 
Byla testována teplota hybridizace DNA ze vzorku s biotinylovanou sondou navázanou  
na magnetický nosič pokrytý STV. Hybridizace probíhala při laboratorní teplotě (25 °C) 
(používaná v předchozích experimentech), při teplotě 55 °C a 75 °C po dobu 5 minut. 
Byly používány magnetické nosiče PGMA-NH2-STV (B) s navázanou DNA sondou 
(biotinylovaný primer, biotinylovaný denaturovaný PCR produkt). Izolovaná (denaturovaná)  
DNA Lb. paracasei přidávaná k nosičům byla předem injekčně rozrušena (c = 100 ng/µl). 
 
5.7.4.1 DNA sonda – biotinylovaný primer R 5´ bio  
 
Na magnetický nosič B byl imobilizován primer pomocí vazby streptavidin – biotin.  
Na komplementární úsek DNA sondy byla po dobu 5 minut hybridizována DNA při různých 
teplotách (55 °C, 75 °C). Amplifikovatelnost DNA z odebraných supernatantů (Tab. 10) byla 
detekována pomocí rodově specifické PCR. PCR produkty Lactobacillus (250 bp)  
jsou uvedeny na Obr. 25 (I. hybridizace při 55 °C, II. 75 °C), koncentrace naměřená v těchto 
supernatantech je uvedena v Tab. 14 (kap. 5.7.4.3). 
 
5.7.4.2 DNA sonda – biotinylovaný denaturovaný PCR produkt  
 
Testování teploty DNA/DNA hybridizace při použití biotinylovaného denaturovaného 
PCR produktu probíhala za stejných podmínek jako při použití DNA sondy primer.  
Na Obr. 26 (I. hybridizace při 55 °C, II. 75 °C) jsou uvedeny PCR produkty rodu 
Lactobacillus (250 bp) specificky amplifikovaných z odebraných supernatantů (Tab. 10), 
koncentrace DNA v supernatantech je uvedena v Tab. 15 (kap. 5.7.4.3). 
 
 
 Výsledky získané při testování teploty DNA/DNA hybridizace (55 °C, 75 °C),  
se shodují u obou sond. 
 Při 75 °C bylo izolováno menší množství DNA, intenzita PCR produktů detekovaných 
na gelu byla nižší. 
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+++...PCR produkt detekován  silně 
++...PCR produkt detekován zřetelně 
  +…PCR produkt detekován slabě 
     -....PCR produkt nedetekován 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Obr. 25: Agarózová gelová elektroforéza rodově specifických PCR produktů (250 bp) 
ze supernatantů odebraných při selektivní izolaci DNA Lb. paracasei (1 250 ng DNA  
v reakční směsi) pomocí DNA sond biotinylovaný primer, při různých teplotách hybridizace 
(I. 55 °C, II. 75 °C). Na gel bylo nanášeno 25 µl PCR produktu. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Detekce 
PCR produktu Běh č. DNA 
I. 55 °C II. 75 °C 
1 NK - - 
2 PK +++ +++ 
3 STANDARD 100 bp žebříček 
4 Sup 1 - - 
5 Sup 2 - - 
6 Sup 3 +++ +++ 
7 Sup 4 ++ - 
8 Sup 5 - - 
9 Eluát DNA ++ + 
10 nosiče + ++ 
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+++...PCR produkt detekován  silně 
++...PCR produkt detekován zřetelně 
  +…PCR produkt detekován slabě 
     -....PCR produkt nedetekován 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Obr. 26: Agarózová gelová elektroforéza rodově  specifických PCR produktů (250 bp) 
ze supernatantů odebraných při selektivní izolaci DNA Lb. paracasei (1 250 ng DNA  
v reakční směsi) při různých teplotách hybridizace (I. 55 °C, II. 75 °C). DNA sonda 
biotinylovaný denaturovaný PCR produkt. Na gel bylo nanášeno 25 µl PCR produktu. 
 
 
 
 
 
 
Detekce 
PCR produktu Běh č. DNA 
I. 55 °C II. 75 °C 
1 NK - - 
2 PK +++ +++ 
3 STANDARD 100 bp žebříček 
4 Sup 1 +++ +++ 
5 Sup 2 + - 
6 Sup 3 +++ +++ 
7 Sup 4 ++ ++ 
8 Sup 5 - - 
9 Eluát DNA + + 
10 nosiče + + 
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5.7.4.3 Spektrofotometrické stanovení koncentrace DNA  
 
U supernatantů, odebraných při selektivní izolaci DNA na magnetický nosič pokrytý 
streptavidinem (B) za použití různých DNA sond při testování teplot hybridizace  
(25 °C, 55 °C, 75 °C) po dobu 5 minut, byla na NanoPhotometru od Implenu měřena 
koncentrace jednořetězcové DNA. V Tab. 14, 15 jsou naměřené koncentrace jednořetězcové 
DNA v jednotlivých supernatantech, můžeme zde  porovnat i chování supernatantů  
při různých teplotách hybridizace. 
 
 
Tab. 14: Spektrofotometrické stanovení koncentrací DNA ze supernatantů.  
Objem proměřovaného vzorku 6 µl, lid faktorem 5. 
 
 
 
 
 
 
 
B...... PGMA-NH2-STV nosiče 
< 7…...… koncentrace naměřena  
pod detekčním limitem 
 
 
Tab. 15: Spektrofotometrické stanovení koncentrací DNA ze supernatantů.  
Objem proměřovaného vzorku 6 µl, lid faktor 5. 
 
 
 
 
 
 
 
 
B...... PGMA-NH2-STV nosiče 
< 7…...… koncentrace naměřena  
pod detekčním limitem 
 
 
 
 Vyšly shodné výsledky při použití obou DNA sond. 
 Množství koncentrace DNA odpovídá intenzitě PCR produktů detekovaných  
na gelech. 
 Při spektrofotometrickém stanovení bylo stanoveno menší množství DNA v eluátech 
při zvyšující se teplotě hybridizace. 
 
c ss DNA [ng/µl] 
Sonda primer R 5´ bio Vzorek 
25 °C 55 °C 75 °C 
Sup 1 B 25,2 19,1 24,2 
Sup 2 B 0,0 < 7 < 7 
Sup 3 B 20,7 45,1 75,3 
Sup 4 B 0,0 0,0 17,8 
Sup 5 B 0,0 0,0 < 7 
Eluát DNA B 20,5 11,3 < 7 
c ss DNA [ng/µl] 
Sonda biotinylovaný  
denaturovaný PCR produkt Vzorek 
25 °C 55 °C 75 °C 
Sup 1 B 71,8 85,5 95,5 
Sup 2 B 18,0 < 7 11,3 
Sup 3 B 32,3 42,2 69,2 
Sup 4 B 0,0 < 7 7,7 
Sup 5 B 0,0 0,0 0,0 
Eluát DNA B 14,6 10,5 < 7 
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5.7.5 Testování teploty denaturace pro eluci DNA 
 
Byly testovány podmínky potřebné na uvolnění přihybridizované DNA z komplexu  
nosič – sonda – DNA. Pro izolaci DNA byly použity obě sondy. V předchozích 
experimentech byla DNA izolovaná při 99 °C 4 minuty, tentokrát byla DNA eluována 
zahřátím komplexu na 70 °C. Naměřené koncentrace DNA v supernatantech (Tab. 10)  
jsou uvedena v Tab. 16.  
Na magnetický nosič (A, B) byla imobilizována DNA sonda (biotinylovaný primer  
R 5´ bio, biotinylovaný denaturovaný PCR produkt) pomocí vazby streptavidin – biotin. 
Izolovaná (denaturovaná) DNA Lb. paracasei přidávána k nosičům byla předem injekčně 
rozrušena (c = 100 ng/µl) (1 250 ng DNA v reakční směsi). 
 
 
Tab. 16: Spektrofotometrické stanovení koncentrací DNA ze supernatantů při různých 
teplotách izolace DNA. Objem proměřovaného vzorku 6 µl, lid faktor 5. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A...... MPG Streptavidin nosiče 
 B........ PGMA-NH2-STV nosiče 
< 7…...… koncentrace naměřena  
pod detekčním limitem 
 
 
 Při eluci DNA z komplexu nosič – sonda – DNA je při teplotě 99 °C dosaženo vyšší 
eluce DNA do supernatantu než při 70 °C.  
 
c ss DNA [ng/µl] 
Sonda 
primer R 5´ bio 
Sonda biotinylovaný 
denaturovaný PCR 
produkt 
Vzorek  
70 °C 99 °C 70 °C 99 °C 
Sup 1 A < 7 < 7 106,0 76,2 
Sup 1 B 21,8 25,2 87,3 71,8 
Sup 2 A < 7 0,0 < 7 11,0 
Sup 2 B < 7 0,0 9,0 18,0 
Sup 3 A 52,0 26,6 32,4 28,7 
Sup 3 B 45,5 20,7 35,5 26,6 
Sup 4 A < 7 11,0 < 7 0,0 
Sup 4 B < 7 0 < 7 0,0 
Sup 5 A 0,0 8,0 < 7 0,0 
Sup 5 B 0,0 0,0 0,0 0,0 
Eluát DNA A < 7 19,4 9,2 15,0 
Eluát DNA B 10,5 20,5 < 7 14,6 
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5.7.6 Testování různých množství DNA při selektivní izolaci 
 
DNA Lactobacillus paracasei subsp. paracasei CCDM 211/06, vyizolována fenolovou 
extrakcí a přesrážena 96 % ethanolem, byla postupně naředěna a použita při selektivní izolaci 
pomocí PGMA-NH2-STV nosičů (B) s navázanou biotinylovanou komplementární DNA 
sondou. Testováno bylo různé množství denaturované DNA, přidáváné v kroku DNA/DNA 
hybridizace, v reakční směsi o celkovém objemu 50 µl (25 µl DNA + 25 µl 1 M NaCl).  
Bylo testováno jaké množství DNA lze pomocí magnetických nosičů pokrytých STV ještě 
vyizolovat aby probíhala PCR. 
 
5.7.6.1 DNA sonda – biotinylovaný primer R 5´ bio  
 
Na magnetický nosič (B) byl imobilizován biotinylovaný primer. 
DNA hybridizována na sondu byla izolována zahřátím komplexu na 99 °C. Přítomnost  DNA  
v eluátech byla detekována pomocí rodově specifických PCR produktů Lactobacillus   
(250 bp) na gelu (Obr. 27). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
+++......PCR produkt detekován silně 
++...PCR produkt detekován zřetelně 
-.............PCR produkt nedetekován 
 
Obr. 27: Agarózová gelová elektroforéza rodově specifických PCR produktů  
(250 bp) z eluátů odebraných při selektivní izolaci DNA Lb. paracasei (různá množství)  
na PGMA-NH2-STV nosičích. Na gel bylo nanášeno 25 µl PCR produktu, do PCR směsi byly 
pipetovány 3 µl eluované DNA jako DNA matrice. 
 
 
 Při hybridizaci musí být přítomno alespoň 1,25 ng DNA v reakční směsi, aby se 
eluovaná DNA amplifikovala v PCR. 
 Výsledné koncentrace DNA v eluátech jsou pod detekčním limitem 
NanoSpektrofotometru. 
Běh č. 
Množství DNA  
v reakční směsi 
[ng] 
Detekce 
PCR produktu 
v eluátu DNA 
1 NK - 
2 Ø  
3 PK +++ 
4 STANDARD 100 bp žebříček 
5 125 ++ 
6 12,5 ++ 
7 1,25 ++ 
8 0,125 - 
9 0,0125 - 
10 0,00125 - 
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5.7.6.2 DNA sonda – biotinylovaný denaturovaný PCR produkt  
 
Testování různého množství DNA při hybridizaci za použití biotinylovaného 
denaturovaného PCR produktu probíhala za stejných podmínek  
jako při použití DNA sondy primer. Na Obr. 28 jsou uvedeny PCR produkty  
v rodově specifických PCR (250 bp). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                   
+++......PCR produkt detekován silně 
++...PCR produkt detekován zřetelně 
-.............PCR produkt nedetekován 
 
 
Obr. 28: Agarózová gelová elektroforéza rodově specifických PCR produktů  
(250 bp) z eluátů odebraných při selektivní izolaci DNA Lb. paracasei  
(různá množství) na PGMA-NH2-STV nosičích. Na gel bylo nanášeno 25 µl PCR produktu, 
do PCR směsi byly pipetovány 3 µl eluované DNA jako DNA matrice. 
 
 
 Vyšly shodné výsledky jako při použití DNA sondy R 5´ bio, aby se eluovaná DNA 
amplifikovala v PCR při vzniku detekovatelného PCR produktu, musí být přítomno 
alespoň 1,25 ng DNA v reakční směsi. 
 Výsledné koncentrace DNA v eluátech jsou pod detekčním limitem 
NanoSpektrofotometru. 
 
 
 
 
 
 
 
Běh č. 
Množství DNA 
v reakční směsi 
[ng] 
Detekce 
PCR produktu  
v eluátu DNA 
1 NK - 
2 Ø  
3 PK +++ 
4 STANDARD 100 bp žebříček 
5 125 ++ 
6 12,5 ++ 
7 1,25 ++ 
8 0,125 - 
9 0,0125 - 
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5.7.7 Testování  jiných nosičů pokrytých streptavidinem 
 
Optimalizovaný postup selektivní izolace DNA byl testován na dalších komerčně 
dostupných magnetických nosičích funkcionalizovaných STV od Calbiochem (C) při použití 
obou DNA sond (biotinylovaný primer, biotinylovaný denaturovaný PCR produkt). Izolovaná 
(denaturovaná) DNA Lb. paracasei přidávaná k nosičům byla předem injekčně rozrušena  
(c = 100 ng/µl) (1 250 ng DNA v reakční směsi). 
 
5.7.7.1 DNA sonda – biotinylovaný primer R 5´ bio  
 
Na magnetický nosič (C) byl imobilizován biotinylovaný primer. 
DNA, která hybridizovala se sondu (25 °C, 5 min) byla izolována zahřátím komplexu  
na 99 °C. Přítomnost DNA z odebraných supernatantů (Tab. 10) byla detekována pomocí 
rodově specifické PCR Lactobacillus (Obr. 29). Koncentrace DNA naměřená  
v supernatantech je uvedena v Tab. 17 (kap. 5.7.7.3). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
+++......PCR produkt detekován silně 
+…...PCR produkt detekován slabě 
-.............PCR produkt nedetekován 
 
 
Obr. 29: Agarózová gelová elektroforéza rodově specifických PCR produktů  
(250 bp) ze supernatantů odebraných při selektivní izolaci DNA Lb. paracasei  
na magnetických nosičích s STV od výrobce Calbiochem. Na gel bylo nanášeno 25 µl PCR 
produktu. 
 
 
 DNA byla izolována. Po amplifikaci eluované DNA byly detekovány PCR 
produkty slabé intenzity. 
 
Běh č. DNA Detekce PCR produktu 
1 PK +++ 
2 NK - 
3 STANDARD 100 bp žebříček 
4 Sup 1 + 
5 Sup 2 - 
6 Sup 3 +++ 
7 Sup 4 - 
8 Sup 5 - 
9 Eluát DNA + 
10 nosiče + 
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5.7.7.2 DNA sonda – biotinylovaný denaturovaný PCR produkt  
 
Testování izolace DNA pomocí dalšího komerčně dostupného typu magnetických nosičů 
pokrytých STV (C) při použití biotinylovaného denaturovaného PCR produktu probíhala  
za stejných podmínek jako při použití DNA sondy primer. Na Obr. 30 jsou uvedeny gely  
s PCR produkty. Amplifikovaná byla DNA v rodově specifické PCR (250 bp), koncentrace 
DNA v supernatantech jsou uvedeny v Tab. 17 (kap. 5.7.7.3). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
+++......PCR produkt detekován silně 
+…...PCR produkt detekován slabě 
-.............PCR produkt nedetekován 
 
Obr. 30: Agarózová gelová elektroforéza rodově specifických PCR produktů  
(250 bp) ze supernatantů odebraných při selektivní izolaci DNA Lb. paracasei  
na magnetických nosičích s STV od výrobce Calbiochem. Na gel bylo nanášeno 25 µl PCR 
produktu. 
 
 DNA byla izolována. Po amplifikaci eluované DNA byly detekovány PCR 
produkty slabé intenzity. 
Běh č. DNA  Detekce PCR produktu 
1 Sup 1 +++ 
2 Sup 2 - 
3 Sup 3 +++ 
4 Sup 4 - 
5 Sup 5 - 
6 Eluát DNA + 
7 nosiče - 
8 STANDARD 100 bp žebříček 
9 PK +++ 
10 NK - 
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5.7.7.3 Spektrofotometrické stanovení koncentrace DNA  
 
U supernatantů, odebraných při selektivní izolaci DNA na magnetcký nosič (C) pokrytý 
streptavidinem od výrobce Calbiochem za použití různých DNA sond, byla  
na NanoPhotometru od Implenu měřena koncentrace jednořetězcové DNA.  
 
 
Tab. 17: Spektrofotometrické stanovení koncentrací DNA ze supernatantů 
odebraných při testování komerčně dostupných magnetických nosičů s STV  
od Calbiochem. Objem proměřovaného vzorku 6 µl, lid faktor 5. 
 
c ss DNA [ng/µl] 
Vzorek Primer  
R 5´ bio  
Biotinylovaný 
denaturovaný 
PCR produkt 
Sup 1          C 32,3 104,0 
Sup 2          C < 7 < 7 
Sup 3          C 18,3 49,2 
Sup 4          C 0,0 < 7 
Sup 5          C 0,0 < 7 
Eluát DNA C < 7 < 7 
< 7………...… koncentrace naměřena pod detekčním limitem 
C…magnetický nosič pokrytý STV od výrobce Calbiochem 
 
 
 S využitím tohoto nosiče bylo izolováno menší množství DNA než s předchozími 
nosiči.  
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5.8 Selektivní izolace DNA z doplňků stravy – BIFI pangamin 
 
Dle postupu selektivní izolace DNA (kap. 4.2.9) pomocí magnetických nosičů pokrytých 
streptavidinem byla izolována DNA rodu Lactobacillus z purifikované celkové DNA reálného 
vzorku, získané fenolovou extrakcí probiotických tablet. 
 
5.8.1 Izolace DNA z tablety 
 
Izolace DNA z tablet BIFI pangamin od výrobce I. a II. byla provedena dle postupu  
v kap. 4.2.3. K vyizolované DNA bylo přidáno 500 µl TE pufru. 
Nejprve byl připraven hrubý lyzát a pak purifikovaná DNA. Výsledky gelové elektroforézy 
DNA jsou uvedeny na Obr. 31. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
++...PCR produkt detekován zřetelně 
+…...PCR produkt detekován slabě 
 
Obr. 31: Agarózová gelová elektroforéza DNA z hrubého lyzátu a purifikované DNA 
izolované z tablet. Na gel bylo nanášeno 15 µl vzorku DNA. 
 
 
 Z komerčně prodávaných tablet Bifi Pangamin (výrobce I., II.) byla vyizolována 
celková DNA. 
 
Běh č. Vzorek DNA Detekce DNA 
1 Hrubý lyzát + 
2 A ++ 
3  B ++ 
4 
I. Purifikovaná 
DNA 
C ++ 
5 Hrubý lyzát + 
6 A ++ 
7 B ++ 
8 
BI
FI
 
pa
n
ga
m
in
 
II. Purifikovaná 
DNA 
C + 
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5.8.2 Spektrofotometrické stanovení koncentrace a čistoty DNA  
 
Na Nanophotometru od Implenu byla spektrofotometricky změřena absorbance  
v rozmezí vlnových délek 220 – 320 nm u vzorků DNA vyizolovaných pomocí fenolové 
extrakce z probiotického doplňku stravy BIFI pangamin od dvou různých výrobců. 
Kocentrace všech vyizolovaných DNA je uvedena v Tab. 18. 
 
 
Tab. 18: Spektrofotometrické stanovení koncentrace a čistoty vyizolované  
a purifikované bakteriální DNA z tablet BIFI pangamin. 
 
 
BIFI 
pangamin 
výrobce 
Koncentrace DNA 
[ng/µl] A230 A260 A280 A320 A260/A280 A260/A320 
Ø I. 252 0,605 1,069 0,588 0,062 1,914 1,855 
Ø II. 467 0,961 1,947 1,060 0,080 1,905 2,119 
 
 
 Koncentrace DNA izolované z tablety byla u výrobce I. 252 ng/µl a u výrobce  
II. 467 ng/µl. 
 DNA nebyla kontaminovaná proteiny (A260/A280 < 2). 
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5.8.3 PCR reakce za použití celkové izolované DNA z tablet 
 
Amplifikovatelnost DNA vyizolované z tablet BIFI pangamin (směs různých DNA) byla 
testována v PCR s rodově specifickými primery na rod Lactobacillus (250 bp). Výsledky jsou 
uvedeny na Obr. 32. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
+++......PCR produkt detekován silně 
++...PCR produkt detekován zřetelně 
+…...PCR produkt detekován slabě 
-.............PCR produkt nedetekován 
 
 
 
 
 
Obr. 32: Agarózová gelová elektroforéza rodově specifických PCR produktů  
(250 bp) amplifikovaných DNA z tablet pomocí Taq polymerasy 1.1 (1 U/µl). Na gel bylo 
nanášeno 25 µl PCR produktu. 
 
 
 V analyzovaných vzorcích DNA z probiotických tablet byla po amplifikaci v PCR 
prokázána přítomnost DNA Lactobacillus. 
Běh č. Vzorek DNA 
Detekce 
PCR 
produktu 
1 NK - 
2 Ø  
3  PK +++ 
4 STANDARD 100 bp žebříček 
5 a ++ 
6 b ++ 
7 c + 
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5.8.4 Selektivní izolace DNA Lb. z tablet pomocí nosičů PGMA-NH2-STV 
 
Celková DNA z tablet BIFI pangamin (směs různých DNA), vyizolována fenolovou 
extrakcí a přesrážena 96 % ethanolem, byla použita pro selektivní izolaci DNA pomocí 
PGMA-NH2-STV nosiče (B) s navázanými biotinylovanými DNA sondami (primer R 5´ bio, 
biotinylovaný denaturovaný PCR produkt) komplementární k DNA Lactobacillus paracasei. 
Pro selektivní izolaci DNA Lactobacillus (kap. 4.2.9) byla použita modifikace metody 
purifikace nukleových kyselin pomocí magnetických nosičů s STV, která byla navržena  
a optimalizována v kritických bodech v první části této práce. 
 
5.8.4.1 DNA sonda –biotinylovaný primer R 5´ bio  
 
Na magnetický nosič (B) byl imobilizován biotinylovaný primer.DNA hybridizována  
(25 °C, 5 min) ze vzorku na sondu byla izolována zahřátím vzniklého komplexu na 99 °C. 
Přítomnost eluované DNA Lactobacillus v supernatantu byla detekována pomocí rodově 
specifické PCR (PCR produkt 250 bp) na gelu (Obr. 33). Pro amplifikaci byla použita Taq 1.1 
DNA polymerasa 1 U (Obr. 33/I.) a Taq Purple polymerasa 2,5 U (Obr. 33/II.). Koncentrace 
vyizolované DNA v eluátech jsou uvedeny v Tab. 19. 
 
5.8.4.2 DNA sonda – biotinylovaný denaturovaný PCR produkt  
 
Testování izolace hybridizované DNA ze vzorku při použití biotinylovaného 
denaturovaného PCR produktu probíhala za stejných podmínek jako při použití DNA sondy 
primer. Na Obr. 34 jsou uvedeny gely rodově specifických PCR produktů Lactobacillus.  
V rodově specifické PCR (250 bp) byla amplifikována DNA z eluátů za použití Taq 1.1 DNA 
polymerasy 1U (Obr. 33/I.) a Taq Purple polymerasy 2,5 U (Obr. 33/II.). Koncentrace DNA  
v eluátech jsou uvedeny v Tab. 19. 
 
 
 Při použití obou DNA sond byla z celkové DNA reálného vzorku tablety BIFI 
pangamin selektivně vyizolovaná DNA Lactobacillus. 
 Intenzivnější PCR produkty byly detekovány po amplifikaci DNA pomocí Taq Purple 
DNA polymerasy. 
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+++......PCR produkt detekován silně 
++...PCR produkt detekován zřetelně 
+…...PCR produkt detekován slabě 
-.............PCR produkt nedetekován 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Obr. 33: Agarózová gelová elektroforéza rodově specifických PCR produktů  
(250 bp) z eluátů získaných při selektivní izolaci DNA Lactobacillus z tablet  
na PGMA-NH2-STV nosičích s navázanou DNA sondou biotinylovaný primer. Na gel bylo 
nanášeno 25 µl PCR produktu, do PCR směsi byly pipetovány 3 µl eluované DNA jako DNA 
matrice. V I. případě byla DNA amplifikována pomocí Taq polymerasy 1.1 (1 U/µl),  
ve II. 2,5 U Taq Purple polymerasy z PPP master mixu. 
 
Detekce 
PCR produktu 
v eluátu DNA Běh č. DNA 
I. II. 
1 NK - 
2 PK +++ 
3 STANDARD 100 bp žebříček 
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7 
B
IF
I 
pa
n
ga
m
in
 
II. 
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+++......PCR produkt detekován silně 
++...PCR produkt detekován zřetelně 
+…...PCR produkt detekován slabě 
-.............PCR produkt nedetekován 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Obr. 34: Agarózová gelová elektroforéza rodově specifických PCR produktů  
(250 bp) z eluátů získaných při selektivní izolaci DNA Lactobacillus z tablet  
na PGMA-NH2-STV nosičích s navázanou DNA sondou biotinylovaný denaturovaný PCR 
produkt. Na gel bylo nanášeno 25 µl PCR produktu, do PCR směsi byly pipetovány 3 µl 
eluované DNA jako DNA matrice. V I. případě byla DNA amplifikována pomocí  
Taq polymerasy 1.1 (1 U/µl), ve II. Taq Purple polymerasy z PPP master mixu. 
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5.8.4.3 Spektrofotometrické stanovení koncentrace DNA  
 
U supernatantů, odebraných při selektivní izolaci DNA na magnetický nosič pokrytý 
streptavidinem (B) za použití různých DNA sond, byla na NanoPhotometru od Implenu 
měřena koncentrace jednořetězcové DNA.  
 
 
Tab. 19: Spektrofotometrické stanovení koncentrací DNA ze supernatantů.  
Objem proměřovaného vzorku 6 µl, lid faktor 5. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Z celkové DNA izolované z reálného vzorku (tableta BIFI pangamin) byla selektivně 
vyizolovaná DNA pomocí magnetických nosičů pokrytých streptavidinem v přibližné 
koncentraci 14,5 ng/µl u výrobce I. a 30,0 ng/µl u výrobce II. 
 
c ss DNA [ng/µl] DNA tablety 
BIFI 
pangamin 
Sonda 
primer R 5´ bio  
Sonda biotinylovaný 
denaturovaný  
PCR produkt 
a 15,0 24,0 I. 
b 12,2 27,8 
a 33,1 37,2 II. d 28,1 20,4 
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6 DISKUZE 
6.1 Kultivace v tekutém médiu a na pevném agaru s ověřením čistoty  
 
Při naočkování bakteriálních buněk Lactobacillus paracasei subsp. paracasei  
CCDM 211/06 do tekutého živného MRS média, v tomto médiu je růst bakterií rodu 
Lactobacillus obvyklý, se médium po aerobní kultivaci při 37 °C do druhého dne zakalilo 
(důkaz o nárůstu kultury [53]). Po kultivaci křížového roztěru při 37 °C, také do druhého dne, 
na MRS agaru narostly kolonie bílého a lesklého vzhedu, stejné velikosti. Takovýto vzhled 
kolonií bývá popsán v literatuře [19], z toho lze předpokládat, že pracujeme s čistou kulturou. 
Buňky narostlé v tekutém MRS médiu byly použity pro přípravu hrubých lyzátů. 
 
6.2 Izolace bakteriální DNA fenolovou extrakcí 
 
Bakteriákní kultura buněk testovaného kmene Lactobacillus paracasei subsp. paracasei 
CCDM 211/06 byla zlyzována. Metodou fenolové extrakce byla z hrubých lyzátů izolována 
DNA. Přítomnost a kvalita purifikované DNA byla stanovena pomocí 0,8 % agarózové 
elektroforézy [34]. 
DNA byla izolována ve velkém množství a relativně intaktní. Kromě chromosomální DNA 
byla na gelu patrná také RNA [47]. Tato purifikovaná DNA byla použita v definované 
koncentraci jako pozitivní kontrola v PCR s rodově [53] i druhově [54] specifickými primery 
a v definovaném množství jako vzorek DNA pro selektivní izolaci pomocí magnetických 
nosičů s STV. DNA byla ředěna TE pufrem [46]. 
 
6.3 Spektrofotometrické stanovení koncentrace a čistoty DNA  
 
Pro zjištění koncentrace a čistoty DNA byla spektrofotometricky změřená absorbance  
v rozmezí vlnových délek 220 – 320 nm. Z čisté kultury buněk Lactobacillus paracasei  
subsp. paracase CCDM 211/06 byla izolovaná DNA v naměřené koncentraci asi 124 ng/µl, 
vyšší hodnota poměru absorbancí (A260/A280) poukazuje na přítomnost RNA ve vzorku. 
Nukleové kyseliny mohou být kvantifikovány při vlnové délce 260 nm, v této oblasti leží 
absorpční maximum nukleových kyselin. Koncentrace DNA lze stanovut ze vztahu,  
že A260 = 1 odpovídá koncentraci 50 ng/µl ds DNA nebo 37 ng/µl ss DNA (při použití kyvety 
s optickou dráhou 1 cm) [50]. Do výsledné koncentrace byl započítán faktor zředění a délka 
optické dráhy (viz. Lid faktor) i korekce pozadí (hodnota při A320). 
Vztah na výpočet koncentrace je cds DNA = (A260 – A320) × 50 × Lid faktor [ng/µl] [50]. 
Čistota DNA byla stanovena z poměru hodnot absorbance A260/A280. Při vlnové délce 
280 nm mají absorpční maximum bílkoviny. Leží-li hodnota poměru absorbancí A260/A280 
mezi 1,8 – 2,0, lze DNA považovat za čistou. Přítomnost RNA ve vzorku se projevuje 
vzrůstem poměru absorbancí nad hodnotu 2,0. Přítomnost bílkovin poklesem  
pod hodnotu 1,8. Není-li DNA dostatečně čistá, je třeba opakovat deproteinaci fenolem  
a přesrážení DNA ethanolem [50]. 
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6.4 Amplifikace DNA v rodově specifické PCR  
 
Rodově specifická PCR pro rod Lactobacillus proběhla podle programu LBC ROD  
s primery LbLMA 1 – rev a R 16 – 1, kdy se amplifikovaly PCR produkty o velikosti 250 bp 
[52]. Jako DNA byla použita purifikovaná DNA Lactobacillus paracasei subsp. paracase 
CCDM 211/06 různého množství. Ředěná DNA se bez vyjímky amplifikovala a PCR 
produkty s klesající intenzitou detekce byly přímo úměrné k vyššímu stupni zředění. 
Při použití komerčně dodávaného PPP master mixu s Taq Purple DNA polymerasou byla 
citlivost rodově specifického PCR produktu  na 1,8 % agarózovém gelu stonásobně vyšší 
oproti použití PCR směsi s Taq polymerasou 1.1 (1 U/µl). Je to zapříčiněno větším 
množstvím DNA polymerasy v PCR směsi (2,5 U na 25 µl PCR směsi). Z literatury je také 
známo, že různé DNA polymerasy mají různou účinnost amplifikace [49].  
Při použití PPP master mixu byla citlivost stanovena na 100 fg DNA. 
 
6.5 Amplifikace DNA v druhově specifické PCR 
 
Druhově specifická PCR pro druh Lb. paracasei proběhla dle programu LBC PARA 
s primery R a F [53]. PCR produkt velikosti 80 bp [53] se amplifikoval s purifikovanou DNA 
Lactobacillus paracasei subsp. paracase CCDM 211/06 různého množství. Nejnižší množství 
DNA, které bylo amplifikovatelné pomocí druhově specifických primerů [53] a intenzita PCR 
produktu byla detekovatelná na 1,8 % agarózovém gelu, byl 1 ng.  
Na gelu byla detekována velká přítomnost dimerů primerů, ty se svou velikostí příliš neliší 
od druhově specifického PCR produktu. Mohou se tak snadno zaměnit za pozitivní bendy, 
čímž vzniká falešně pozitivní výsledek. Použité primery jsou vhodné pro PCR  
v reálném čase [53]. 
 
6.6 Příprava biotinylovaného purifikovaného PCR produktu 
 
Při přípravě biotinylovaného PCR produktu bylo postupováno jako při přípravě druhově 
specifické PCR pro druh Lb. paracasei. Obměněna byla pouze sada používaných primerů,  
na místo R primeru byla do PCR směsi přidávána jeho biotinylovaná podoba (R 5´ bio [53])  
a DNA matice byla definované koncentrace (10 ng/µl). Byl naamplifikován PCR produkt 
velikosti 80 bp [53], který byl purifikován pomocí kitu QIAquick. 
Při denaturaci (99 °C, 2 min) biotinylovaného purifikovaného PCR produktu a jeho 
rychlém zchlazení byla připravena DNA sonda [45]. Ta byla v definovaném množství 
používána při selektivní izoĺaci DNA, kde byla využita jednořetězcová biotinylovaná 
molekula DNA k tvorbě hybridní molekuly (hybridizovat) s ss DNA obsahující 
komplementární sekvenci [45]. 
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6.7 Selektivní izolace DNA pomocí magnetických nosičů s STV  
 
Je řada prací, které využívají magnetických nosičů pro neselektivní izolaci DNA,  
tj. celkovou izolaci DNA [41]. V této práci se magnetické nosiče využívají taktéž pro izolaci, 
tentokrát ovšem selektivní, tj. izolaci specifické DNA z celkové směsi DNA. 
 
Reálné výsledky získané ze supernatantů odebraných během postupu selektivní izolace 
DNA při srovnání s hypotézou chování supernatantů, uvedenou v Tab. 10, dávájí stejné 
závěry. Přítomnost DNA v supernatantech byla ověřena pomocí PCR s rodově specifickými 
primery [52]. Byl amplifikován rodově specifický PCR produkt o velikosti 250 bp [52], který 
byl prokázán pomocí gelové elektroforézy na agaróze. Na gelech je rozpoznatelná různě silná 
intenzita amplikonů, která odpovídá různému množství DNA v supernatantech. Přítomnost 
DNA byla měřena i spektrofotometricky. 
• Sup.1 
V supernatantu zbyla nenavázaná DNA sonda, tedy ta, která se nenavázala na magnetické 
nosiče pokryté streptavidinem. U sondy - biotinylovaný primer, nedocházelo k amplifikaci, 
přítomnost DNA na NanoPhotometru naměřena. Je to tím, že primer je krátký oligonukleotid 
a není dostatečně dlouhý, aby tvořil teplát při PCR [45], na rozdíl od sondy – biotinylovaný 
denaturovaný PCR produkt. 
• Sup.2  
Supernatant byl odebrán po promytí nosiče s navázanou sondou, detekce množství 
nenavázané sondy býla nižší. Při spektrofotometrickém měření byl sledován úbytek 
koncentrace, stejný výsledek byl patrný i na gelu. V případě použití sondy – biotinylovaný 
denaturovaný PCR produkt, bylo možné po PCR reakci detekovat už jen amplikony slabé 
intenzity, u druhé sondy byla PCR reakce stále negativní [45]. 
• Sup. 3 
Na všech gelech byla patrná silná intenzita PCR produktu. Jedná se o DNA Lactobacillus  
z reakční směsi, která nebyla přihybridizovaná na imobilizovanou DNA sondu. Koncentrace 
DNA na NanoPhotometru naměřena.  
• Sup. 4 
Po prvním promytí byla stále přítomna DNA v supernatantu. Detekován byl amplikon 
zbytkové nepřihybridizové DNA Lactobacillus ze vzorku. Byla naměřena nízká koncentrace 
DNA.  
• Sup. 5 
Nepřihybridizová volná DNA Lactobacillus ze vzorku byla dostatečně promyta  
a nebyla přítomna. Na gelu nebyl dedetekován amplikon, nebyla naměřena koncentrace DNA.  
• Sup. 6 (Eluát DNA) 
Po 4 minutové denaturaci (99 °C) komplexu nosič – sonda – DNA bylo dosaženo 
uvolnění přihybridizovaného řetězce. Přítomnost DNA Lactobacillus v supernatantu byla 
ověřena jak PCR reakcí, tak spektrofotometrickým měřením koncentrace. U obou sond 
docházelo k uvolnění a tak izolaci DNA do TE pufru.  
• Nosiče v TE pufru  
Pozitivní reakce na gelu byla získána i při amplifikaci nosičů po vyizolování DNA. 
Dostáváme se k tomu, že DNA není po magnetické separaci od nosiče dostatečně odebrána  
a že nosiče při PCR reakci nepůsobí inhibičně. Inhibice magnetických nosičů v PCR reakci je 
častý jev při neselektivní izolace DNA [41]. 
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6.7.1 Testování imobilizovaných DNA sond pro selektivní izolaci DNA   
 
V sup. 1 a 2, po navázání sond na nosič, byla testována přítomnost DNA pomocí PCR 
reakce s rodově specifickými primery LbLMA 1 – rev a R 16 – 1 [52] a spektrofotometrie. 
Při použití DNA sondy – primer R 5´ bio byla v sup. 1 naměřena koncentrace DNA,  
která se rovnala nenavázanému biotinylovanému primeru na nosič. Biotinylovaný primer  
(20 bp), se neamplifikuje v PCR, jedná se o krátký oligonukleotid, a tak nemůže být použit  
při PCR reakci jako templát, což je popsáno i v literatuře [45]. Množství DNA sondy v sup. 2 
bylo nižší dle předpokladu, došlo k promytí DNA. 
Při použití DNA sondy – biotinylovaný denaturovaný PCR produkt byla v sup.1 taktéž 
naměřena koncentrace nenavázané biotinylované DNA a přítomnost DNA byla prokázána  
po PCR reakci detekcí amplikonu na agarózovém gelu. Množství amplikonu neodpovídalo 
nenavázané biotinylované DNA na nosič, která byla stanovena spektrofotometricky. Detekce 
PCR produktu velikosti 250 bp je zapříčiněna přítomností dostatečně dlouhého řetězce DNA 
(nedokonalá purifikace biotinylovaného PCR produktu). Množství DNA v sup. 2 bylo nižší, 
došlo k vymytí nenavázané DNA. 
V obou případech byla DNA Lactobacillus v sup. 6 eluována do TE pufru. Přítomnost 
DNA se potvrdila v PCR reakci, kde byl na agarózovém gelu po amplifikaci detekován 
specifický PCR produkt (250 bp).  
Při použití sterilní destilované vody namísto biotinylované DNA sondy se potvrdilo,  
že DNA z reakční směsi se k nosičům nenavázala, neboť v eluátu DNA nebyla po amplifikaci 
prokázáná přítomnost PCR produktů (250 bp) na gelu. DNA se nespecificky neváže  
na magnetické nosiče a je nutná přítomnost biotinylované DNA sondy.  
 
6.7.2 Kontrola specifity DNA/DNA hybridizace  
 
Při testování specifity DNA/DNA hybridizace byla pro kontrolu místo DNA Lactobacillus 
v reakční směsi přidávána sterilní destilovaná voda. Při použití sondy biotinylovaný primer  
R 5´ bio proběhla kontrola dle předpokladů, na gelu nebyly po PCR detekovány amplikony 
velikosti 250 bp. Intenzita PCR produktů na gelu po amplifikaci neodpovídala naměřeným 
DNA koncentracím. V sup. eluovaná DNA byla na NanoPhotometru naměřena zvýšená 
koncentrace DNA. Ta může být způsobena uvolněním biotinylovaných primerů a rozrušení 
vazby streptavidin biotin [54]. 
Při použití sondy biotinylovaný denaturovaný PCR produkt nebylo dosaženo  
tak přesvědčivých výsledků jako při použití předchozí sondy. Pozitivní rodově specifické 
PCR produkty (250 bp) rodu Lactobacullus byly detekovány v sup. 1, 2, ale i v sup. 3  
a eluované DNA. Přítomnost DNA v sup. 3 nebyla na NanoPhotometru naměřena, 
koncentrace mohla být pod hodnotou detekce. V sup. eluovaná DNA již bylo možné stanovit 
DNA spektrofotometricky. Těchto výsledků bylo dosahováno pravidelně při opakování 
pokusu. 
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6.7.3 Testování doby DNA/DNA hybridizace  
 
Testování probíhalo s DNA vyizolovanou z čisté kultury buněk Lactobacillus paracasei 
subsp. paracase CCDM 211/06 fenolovou extrakcí. Tato DNA byla předem degradována 
injekční jehlou a denaturovaná při 99 °C 2 minuty, prudce ochlazena. Degradace jehlou byla 
prováděna, aby celková DNA byla polámaná a její kratší řetězce snáze hybridizovaly  
s DNA sondou. Denaturace byla prováděna proto, aby přidávaná DNA k nosičům byla 
jednořetězcová (ss DNA) a byla tak schopná DNA/DNA hybridizace. Při 99 °C dochází  
k dostatečné denaturaci ds DNA na ss DNA, které při rychlém zchlazení nerenaturují [45]. 
Pro amplifikaci izolované DNA byly testovány dva páry primerů, jeden specifický  
pro rod Lactobacillus (250 bp) [52] a druhý specifický pro druh Lb. paracasei (80 bp) [53].  
Při detekci rodově specifického produktu, bylo zcela zjevné rozpoznání amplikonu. Zatím co  
u druhově specifických produktů byla vizuální detekce amplikonů obtížná. To proto,  
že vznikající amplikony byly překrývány dimery primerů. Krátké PCR produkty byly 
navrženy pro amplifikaci PCR v reálném čase [53].  
Byla testována doba hybridizace – 5 minut a 18 hodin (hybridizace do druhého dne).  
Při kontrole supernatantů odebíraných v průběhu experimentu nedošlo k výraznému rozdílu  
v množství DNA vyizolované z reakční směsi.  
Stejných výsledků bylo dosaženo za použití obou sond. Testováním se ověřilo, že doba 
hybridizace na selektivní izolaci DNA nemá zjevný vliv, což je možné usuzovat  
z naměřených hodnot koncentrace DNA v odebraných supernatantech. Tuto skutečnost 
potvrzuje detekce PCR produktů na agarózových gelech, na kterých byla detekována 
přítomnost rodově a druhově specifických PCR produktů. V další práci byla používaná doba 
hybridizace kratší, inkubace po dobu 5 minut, která tuto metodu jedině zefektivňovala. 
 
6.7.4 Testování teploty DNA/DNA hybridizace  
 
Byla testována teplota nejoptimálnější pro DNA/DNA hybridizaci po dobu 5 minut.  
S DNA sondou hybridizovala komplementární sekvencí DNA Lb. paracasei  
(předem denaturována a injekčně degradována). Testovala se: laboratorní teplota (25 °C), 
teplota používána k hybridizaci primerů R 5´ bio v PCR směsi (55 °C) [53] a teplota nad Tm 
primerů R 5´ bio (75 °C) [53].  
Jak v případě testování samotné DNA sondy biotinylovaný primer R 5´ bio tak DNA sondy 
biotinylovaný denaturovaný PCR produkt (připraven pomocí sady primerů R 5´ bio a F [53]) 
se došlo ke stejnému závěru. I při teplotě 75 °C byla izolovaná DNA, ovšem velmi malého 
množství. Při zvyšující se teplotě hybridizace se snižuje izolované množství DNA z nosičů 
[45]. Jako nejvhodnější a pro metodu nejschůdnější byla zvolena hybridizace po dobu 5 minut 
při laboratorní teplotě (25 °C). Dodržet tuto teplotu je jednoduché a získané výsledky jsou 
dostačující kvality. 
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6.7.5 Testování teploty denaturace pro eluci DNA 
 
Na eluci DNA z komplexu nosič – sonda – DNA byla v postupu používaná teplota 99 °C. 
Je to teplota, kdy dochází k denaturaci dvouřetězcové DNA [45], v našem případě k rozrušení 
řetězců mezi DNA sondou imobilizovanou na nosičích od bakteriální DNA v TE pufru. Bylo 
testováno možné snížení teploty (70 °C) při izolaci DNA [38].  
Při 70 °C došlo k izolaci DNA, ale malého množství. To bylo potvrzeno 
spektrofotometrickým měřením z odebraných supernatantů. Proto bylo nadále doporučeno  
při izolaci DNA z hybridizovaného komplexu používat teplotu 99 °C po dobu 4 minut.  
 
6.7.6 Testování různých množství DNA při selektivní izolaci  
 
DNA, vyizolovaná z čisté kultury buněk Lactobacillus paracasei subsp. paracasei  
CCDM 211/06, byla naředěna TE pufrem. Tato DNA byla použita pro selektivní izolaci 
DNA. Dle optimalizovaného postupu byla z 50 µl reakční směsi, obsahujících různé množství 
DNA (125 ng – 1,25 pg), selektivně izolavána přítomná DNA pomocí magnetických nosičů 
pokrytých STV s navázanou biotinylovanou sondou.  
Při testování selektivní izolace DNA z reakční směsi, obsahující různé množství DNA  
Lb. paracasei, bylo dosaženo stejných výsledků při použití obou DNA sond. Pokus byl 
proveden na magnetických nosičích PGMA-NH2-STV (B). 
Pomocí agarózové gelové elektroforézy byl detekován rodově specifický amplikon  
(250 bp) v eluátu DNA, kde reakční směs obsahovala 1,25 ng DNA. Intenzita bendů  
amplifokavaných z eluátů DNA, v jejichž reakční směsi bylo množství DNA 125 až 1,25 ng, 
je relativně stejná. Souvisí to s pokrytím streptavidinu na nosičích.  
Byla měřena i spektrfotometrická koncentrace DNA v eluátech DNA. Všechny naměřené 
hodnoty ležely pod detekční hranicí přístroje (7 ng/µl). Toto množství však postačuje  
pro amplifikaci v PCR. Za předpokladu 100 % účinnosti amplifikace lze ve všech 30-ti 
cyklech teoreticky získat 1,07 × 109 kopií DNA. Množství celkového PCR produktu roste  
s počtem cyklů exponenciálně [38]. 
 
6.7.7 Testování jiných nosičů pokrytých streptavidinem 
 
Optimalizovaná metoda selektivní izolace DNA byla testována za použití jiných komerčně 
dostupných magnetických nosičů (výrobce Calbiochem). DNA, vyizolovaná pomocí tohoto 
nosiče při použití obou sond, byla menšího množství. Na gelu byly detekovány amplikony, 
ale byla zde jasně patrná nižší intenzita amplikonu při amplifikaci eluované DNA.  
Přes typický průběh selektivní izolace (typické chování sup. 1 – 5) by mohla být 
předpokládaná zvýšená intenzita PCR produktu amplifikovaného pouze z nosičů v TE pufru, 
což se nestalo. Je proto možné, že tyto komerčně dostupné nosiče pokryté STV působí v PCR 
reakci inhibičně, na rozdíl od předchozích nosičů. Inhibice magnetických nosičů v PCR reakci 
je častý jev např. při neselektivní izolace DNA [41]. Nižších hodnot eluované DNA bylo 
naměřeno i za pomocí NanoSpektrophotometru, kdy koncentrace vyizolované DNA ležela 
pod detekčním limitem.  
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Pokud by metoda selektivní izolace DNA měla být používána pomocí magnetických 
nosičů s STV od Calbiochem muselo by dojít k dalším optimalizacím, především v kroku 
DNA/DNA hybridizace a izolace DNA. Prozatím je metoda izolace DNA pomocí těchto 
nosičů méně účinná. 
 
6.8 Selektivní izolace DNA z doplňků stravy – BIFI pangamin  
6.8.1 Izolace DNA z tablety, spektrofotometrické stanovení 
Tableta (BIFI pangamin) byla rozdrcena, buňky přítomné ve výrobku byly promyty, 
lyzovány a pomocí metody fenolové extrakce [44] byla z doplňku stravy BIFI pangamin  
od dvou různých výrobců izolovaná DNA odpovídající kvality, ale i koncentrace  
a čistoty (bez proteinů).  
Purifikovaná DNA na 0,8 % agarózové gelové elektroforéze byla detekovaná v relativně 
velkém množství a byla relativně intaktní. Hrubé lyzáty buněk kvůli své vysoké vizkozitě 
uvízly v komůrkách. Naměřené koncentrace purifikované DNA z tablet se lišila od výrobce,  
a to téměř dvojnásobně. DNA izolována z tablet byla vysoké čistoty, poměr hodnot 
absorbancí A260/A280 je v rozmezí 1,8 – 2,0 [50]. 
Takováto DNA je vhodná pro PCR a byla testována i pro selektivní separaci. Krom DNA 
Lactobacillus tableta obsahuje DNA i bifidobakterií a kvasinek [44]. 
 
6.8.2 PCR reakce za použití celkové izolované DNA z tablet  
Izoláty DNA z tablet (obsahující směs různých DNA) byly testovány na přítomnost DNA 
Lactobacillus a to pomocí amplifikace s rodově specifickými primery (LbLMA 1 – rev  
a R 16 – 1) [52]. Na gelu byly detekovány specifické PCR produkty (250 bp) různé intenzity 
u všech vzorků, čímž byla potvrzena přítomnost této DNA ve všech izolátech.  
DNA byla použita pro testování metody selektivní izolace DNA. 
 
6.8.3 Selektivní izolace DNA Lb. z tablet pomocí nosičů PGMA-NH2-STV  
Z vybraných izolátů směsi různých DNA izolovaných z tablet BIFI pangamin fenolovou 
extrakcí byla pomocí magnetických nosičů PGMA-NH2-STV (B) s imobilizovanou 
biotinylovanou sondou (primer R 5´ bio, denaturovaný PCR produkt) izolovaná DNA rodu 
Lactobacillus. Tato selektivně vyizolovaná DNA se může dále použít na její testování  
př. kvantifikace v PCR, sekvencování atd [46]. 
Ověření selektivní izolace DNA Lactobacillus v eluátech bylo prováděno pomocí PCR  
s rodově specifickými primery (LbLMA 1 – rev a R 16 – 1) [52]. PCR probíhala pomocí 
PCR směsi s Taq polymerasou 1.1, v dalším případě byla použita PCR směs s Taq Purple 
polymerasou v PPP master mixu. S použitím PPP master mixu k amplifikaci DNA byla 
detekce PCR produktů intenzivnějsí.  
Spektrofotometricky bylo stanoveno, že vyizolovaná DNA z tablety BIFI pangamin  
od výrobce I. odpovídala přibližné koncentraci 14,5 ng/µl, u výrobce II. 30,0 ng/µl při použití 
DNA sondy primer R 5´ bio. Při použití DNA sondy biotinylovaný denaturovaný PCR 
produkt byla naměřená koncentrace nepatrně vyšší. Z celkové DNA v reakční směsi bylo 
izolováno asi 5 – 6 % DNA Lactobacillus. 
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7 ZÁVĚR 
 
Práce s probiotiky vyžaduje rychlou a přesnou identifikaci příslušných bakterií. Prioritní 
jsou metody založené na izolaci DNA a její amplifikaci, zejména PCR. V rámci diplomové 
práce byla testována a optimalizována nová metoda selektivní izolace DNA pomocí komerčně 
i nově připravených magnetických nosičů funkcionalyzovných streptavidinem. Pomocí této 
metody lze izolovat cílovou DNA ze směsi různých DNA z reálných vzorků, v kvalitě vhodné  
pro amplifikaci v PCR.  
V první části diplomové práce byla metoda selektivní izolace DNA pomocí DNA/DNA 
hybridizace testována s využitím DNA izolované z čisté kultury buněk Lactobacilu paracasei 
subsp. paracasei  CCDM 211/06. Byly prováděny optimalizace vedoucí k urychlení, zvýšení 
citlivosti a ke zvýšení výtěžků izolované DNA. Metoda umožnila selektivně izolovat DNA  
na komerčně dostupných částicích (MPG® Streptavidin) a na částicích PGMA-NH2-STV 
(Makromolekulární ústav Av ČR v Praze, Ing. Daniel Horák, CSc.). Jako biotinylovaná DNA 
sonda byl pro vazbu na nosič s úspěchem použit jak primer R 5´ bio tak i biotinylovaný 
denaturovaný PCR produkt.  
 
Byl vypracován postup metody selektivní izolace DNA: 
I. Příprava magnetických nosičů pokrytých streptavidinem a vazba biotinylovaných DNA 
sond na streptavidin. 
1. Do 1,5 ml eppendorfových zkumavek přenést 50 µl magnetických nosičů s navázaným 
streptavidinem. 
2. Roztok umístit do magnetického separátoru nejméně na 30 sekund  
(magnetická separace). 
3. Opatrně odebrat supernatant (zkumavka stále umístěna v separátoru).  
4. Přidat 100 µl 2 M KCl a vše dobře promíchat. 
5. Po magnetické separaci opatrně odstranit supernatant. 
6. V jiné zkumavce smíchat 25 µl biotinylované DNA sondy s 25 µl 2 M KCl. Směs  
(50 µl) přidat k nosičům. Jako DNA sondu použít: 
• biotinylovaný primer. 
• biotinylovaný PCR produkt, před přidáním k nosičům denaturován 
při 99 °C po dobu 2 minut a prudce ochlazen (chlazený bloček). 
7. Po promíchání inkubovat při laboratorní teplotě 5 minut (vznik vazby STV – biotin). 
8. Po magnetické separaci opatrně odstranit supernatant. 
9. Magnetické nosiče pokryté streptavidinem s navázanou komplementární DNA sondou 
promýt 100 µl 2 M NaCl. 
10. Po magnetické separaci opatrně odstranit supernatant. 
 
II. Hybridizace nukleových kyselin. 
1. V samostatné zkumavce eppendorf smíchat 25 µl 1 M NaCl s 25 µl vzorku  
(DNA v TE pufru) (denaturovat při 99 °C po dobu 2 minut, prudce ochladit). 
2. Směs (denaturované DNA s 1 M NaCl) přidat k nosičům s navázanou sondou. 
3. Po promíchání inkubovat při laboratorní teplotě 5 minut (DNA/DNA hybridizace).  
4. Po magnetické separaci opatrně odstranit supernatant. 
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5. Nosiče pokryté streptavidinem s komplementárně navázanou DNA sondou  
a přihybridizovanou specifickou DNA promýt 100 µl 2 M NaCl. 
6. Po promíchání provést magnetickou seperaci a odebrat supernatant. 
7. Opakovat promytí nosiče se selektivně navázanou DNA 100 µl 2 M NaCl. 
8. Po magnetické separaci opatrně odstranit supernatant.  
 
III. Uolnění hybridizovaného řetězce DNA (denaturace). 
1. K promytým nosičům se selektivně navázanou DNA přidat 50 µl TE pufru. 
2. Směs denaturovat na 99 °C po dobu 4 minut (uvolnění molekul bakteriální DNA, které 
hybridizovaly se sondou). 
3. Po magnetické separaci odebrat izolovanou DNA v supernatantu do čisté eppendorf 
zkumavky. 
4. K nosičům přidat 20 µl TE pufru. 
 
Ve druhé části diplomové práce byla optimalizovaná metoda použita pro selektivní izolaci 
DNA Lactobacillus z celkové DNA izolované z doplňku stravy BIFI pangamin. Přítomnost 
selektivně izolované DNA v eluátu byla prokázána pomocí rodově specifické PCR.  
Bylo prokázáno, že metoda má dobrý potenciál pro selektivní izolaci DNA z komplexních 
vzorků. Pro její budoucí rutinní uplatnění je třeba ji ještě testovat a optimalizovat. Jako nový 
směr cesty výzkumu bych doporučila testovat selektivní izolaci cílové DNA ze směsí DNA, 
testovat sondy s různou specifitou a především ověření postupu izolace DNA pomocí PCR  
v reálném čase. 
 
103 
8 SEZNAM POUŽITÝCH ZDROJŮ 
 
[1]  VAUGHAN, E. E., MOLLET, B., DE VOS, W. M. : Functionaly of probiotics  
and intestinal lactobacilli: light in the intestinal tract tunel. 1999. Curr. Opin. 
Mikrobiol. 10: 505 – 510. 
[2] OUWEHAND, A. C., SALMINEM, S., ISOLAURI, E. : Probiotics: an overview 
 of beneficial effect. 2002. Antonie van Leewenhoek 82: 279 – 289.  
[3] SCHREZENMEIR, J., DE VRESE, M. : Probiotics, prebiotics, and symbitics – 
approching defenition. 2001. American Journal of Clinical Nutrition 2: 316 – 364. 
[4] SALMINEN, S., DEIGHTON, M. A., BENNO, Y., GORBACH, S. L. : Lactic acid 
bacteria in health and disease. Vyd. In Salminem S. : Lactic acid bacteria. 
Microbiology and functional aspect, Marcel Deker, New York, 1998. 211 – 253 s. 
[5] MICHAELOVÁ, I. : Doplňky stravy (Potraviny k doplnění jídelníčku). Vyd. Sdružení 
českých spotřebitelů, o. s., Praha, 2007, 35 s. ISBN 978-80-903930-1-1 
[6]  ŠMÍDTOVÁ, M. : Inspekce doporučuje obezřetnost při nákupu doplňků stravy 
5.3.2008. Státní zemědělská a potravinářská inspekce, 2008. [online]. Dostupný  
z www: http://www.szpi.gov.cz  [22.4.2009]. 
[7] D´AIMMO, M. R., MODESTO, M., BIAVATI, B. : Antibiotic resistance of lactic 
acid bacteria and Bifidobacterium app. Isolated from dairy and pharmaceutical 
products. 2007. International Journal of Microbiology 115: 35 – 42.  
[8] ROGELJ, I., MATIJAŠIĆ, B. B., MAJHENIČ, A. Č., STOJKOVIĆ, S. : The suvival 
and persistence of lactobacillus acidophilus LF 221 in different ecosystems. 2002. 
International Journal of Microbiology 76: 83 – 91.  
[9] GÖRNER, F., VALÍK, Ĺ. : Aplikovaná mikrobiologia poživatin. Vyd. Malé centrum, 
Bratislava, 2004, 1. vydání. 528 s. ISBN 80 – 967064 – 9 – 7.  
[10] MATTER, D. D. D., AND COL. : Streptococcus thermophilus and Latobacilus 
delbruckii subsp. Bulgaricus survive gastrointestinal transit of healthy volunteers 
consuming yogurt. 2005. FEMS Microbiology Letters 250: 185 – 187. 
[11] TANNOCK, G. W. : Probiotic prperties of lactic acid bacteria: plenty of scope for 
fundamental R & D. 1997. Tiblech, vol. 15. ISBN 270 – 274. 
[12] SANDERS, M. E. :Probiotics. 1999. Food Technology 53: 67 – 77.  
[13] KLAENHAMMER, T. R., BARRANGOU, R., BUCK, B. L., AZCARATE – PERIL, 
M. A., ALTERMANN, E. : Genomic features of lactic acid bacteria effecting 
bioprocessing and health. 2005. FEMS Microbiology Reviews 29: 393 – 409.  
[14] BOYLE, R. J., ROBINS – BROWNE, R. M., TANG, M. L. K. : Probiotic use  
in clinical practice: What are the risks? 2006. American Journal of Clinical Nutrition 
83: 1256 – 64.  
[15] SAARELA, M., MODENSEN, G., FONDÉN, R., MATTÖ, J., MATILLA – 
SANDHOLM, T. : Probiotic bacteria: safety, functional and technological properties. 
2000. Journal of Biotechnology 84: 197 – 215.  
[16] CHAMPOMIER - VERGÉS, M.- Ch., MAGUIN, E., MISTOU, M.-Y.,  ANGLADE, 
P., CHICH, J.: Lactic acid bakteria and proteomics: current knowledge  
and perspectives. Vyd. Elsevier Science B.V., France, 2002. Research in Microbiology 
154: 37 – 42.  
 104 
[17] HOLZAPFEL, W. H., HABERER, P., GEISEN, R., BJÖRKROTH, J., 
SCHILLINGER, U. : Taxonomy and important features of probiotic microorganisms 
in food and nutrition. 2001. American Journal of Clinical Nutritions 73: 365 – 373.  
[18] TVRDÍKOVÁ, J. : Význam a využití  kyseliny mléčné. Vysoké učení technické, 
Fakulta chemická, Brno, 2007, 41 s. Vedoucí bakalářské práce doc. Ing. Jiřina 
Omelková, CSc. 
[19] ŠILHÁNKOVÁ, L.: Mikrobiologie pro potravináře a pro biotechnology. Vyd. 
Academia nakladatelství Akademie věd České republiky, 3. vydání, 363 s, Praha, 
2002, ISBN 80-200-1024-6. 
[20] LIMSOWTIN, G. K. I., BROOME, M. C., POWELL, I. B. : Lactic acid bacteria : 
Taxonomy. Roginsky, H., 2002. Dostupný z WWW: <academicpress.com>.  
ISBN 0-12-227235-8. s. 1471-1517.   
[21] MASÁK, J., PLACHÝ, J., PELECHOVÁ, J.: Speciální mikrobiální technologie. Vyd. 
VŠCHT Praha, 1. vydání, 1992, Praha, 300 s, ISBN 92-63-1892 
[22] VODRÁŽKA, Z.: Biochemie. Vyd. Academia, nakladatelství Akademie věd České 
republiky, 2. opravné vydání, Praha, 2002, 191 s, ISBN 80-200-0600-1 
[23] KAŠČÁK, J. S., KOMÍNEK, J., ROEHR, M.: Biotechnology second  edition. Volume 
editors M. Roehr 1996, volume 6, Produkt of primary metabolism,  
ISBN 3-527-28316-1 
[24] TIMOTHY, P.: Metabolism Fermentation. University of Wiscosin, Madison, 2000, 
[online].Dostupný z www: 
http://dwb.unl.edu/Teacher/NSF/C11/C11Links/www.bact.wisc.edu/microtextbook/me
tabolism/Fermentation.html, [cit. 21.4.2009]. 
[25] Visuals unlimited. [online] Dostupný z www: http://www.visualsunlimited.com,  
[cit. 21.4.2009]. 
[26] STILES, M. E., HOLZAPFEL, W. H.: Lactic acid bacteria of foods and their current 
taxonomy. 1997.  International Journal of Food Microbiology 36: 1 – 29.  
[27] MORENO, M. R. F., SARANTINOPOULOS, P., TSAKALIDOU, E., DE-VOUYST, 
L..The role applicationofenterococci in food and heslth. Vrije univesiteit Brusel, 
Fermentation technology and downstream processing, department of applied 
biological science and engineering, June 2005, [online]. Dostupný z www: 
www.elsevier.com/locate/ijfoodmicro, [cit. 8.12.2006]. 
[28] BERNARDEAU, M., GUEGUEN, M., VERNOUX, J. P. : Beneficial lactobacilli  
in food and feed: long – term use, biodiversity and proposals for specific and realistic 
safety assessments. 2006. FEMS Microbiology Reviews 30: 487 – 513.   
[29] COEURET, V., DUBERNET, S., BERNARDEAU, M., GUEGUEN, M., VERNOUX, 
J. P. : Isolation, characterisation and identification of lactobacilli focusing mainly 
 on cheeses and other dairy products. 2003. Le Lait 83: 269 – 306.    
[30] VESELÁ, M.: Praktikum z obecné mikrobiologie. 3. vyd. Brno, Vysoké učení 
technické, Fakulta chemická, 2004. 100 s. ISBN 80-214-2567-9. 
[31] SEDLÁČEK, I. : Taxonomie prokaryot. Masarykova univerzita, Přírodovědecká 
fakulta, Brno, 2007, 270 s. ISBN 80-210-4207-9. 
[32] PELIKÁN, M., DUDÁŠ, F., MÍŠA, D.: Technologie kvasného průmyslu. Vyd. 
Mendlova zemědělská a lesnická univerzita v Plzni, 2002, 2.vydání, 129s.  
ISBN 80-7157-578-X 
105 
[33] GÄRTNER, M.: Kontrola výroby kyseliny mliečnej. Vyd. Slovenská akademie věd, 
Bratislava, 1962, sign. MZK Brno 2-0478.550. 
[34] JANOSZOVSKÁ, D. : Identifikace bakterií rodu Lactobacillus s využitím nových 
postupů izolace genomové DNA. Masarykova univerzita, přírodovědecká fakulta, 
Brno, 2008. 73 s. Vedoucí diplomové práce doc. RNDr. Španová A., CSc. 
[35] RITTICH, B., ŠPANOVÁ, A., HORÁK, D. : Carboxyl – functionalized magnetic 
carrier for isolation and identification of DNA in dairy products. 2007. Journal of 
Magnetism and Magnetic Materials 311: 249 – 254. 
[36] HORÁK, D., BABIČ, M., MACKOVÁ, H. BENEŠ, M. J. : Preparation and 
properties of magnetic nano- and microsized particles for biological and enviromental 
separations. 2007. J. Sep. Sci. 30: 1751 – 1772. 
[37] RITTICH, B., ŠPANOVÁ, A., HORÁK, D., BENEŠ, M. J. : Isolation of microbial 
DNA by newly designed magnetic particles. 2006. Colloids and Surfaces B: 
Biointerfaces 52: 143 – 148. 
[38] Poducts for Biotechnology with magnetic porous glass : Technical Manual for MPG 
Streptavidin INSTRUCTION FOR USE OF PRODUCT [online]. Pure Biotech LLC. 
[2008] [cit. 2009-04-26]. Dostupný z www: www.purebiotechllc.com. NÁVODY!! 
[39] NĚMCOVÁ, P.: Využití magnetických nosičů při  izolaci genomové DNA v kvalitě 
vhodné pro PCR. Masarykova univerzita, Přírodovědecká fakulta, Brno, 2006. 63 s. 
Vedoucí diplomové práce doc. Ing. Bohuslav Rittich, CSc. 
[40] BABIČ, M., HORÁK, D., BENEŠ, M. J., MACKOVÁ, H.:  Preparation and 
properties of magnetic nano- and microsized particles for biological and enviromental 
separations. 2007. J. Sep. Sci. 30: 1751 – 1772. 
[41] RITTICH, B., ŠPANOVÁ, A., HORÁK, D. : Functionalised magnetic microspheres 
with hydrophilic properties for molecular diagnostic applications. 2009. Food 
research International 42: 493 – 498. 
[42] KRÁLOVÁ, B., FUKAL, L., RAUCH, P., RUML, T.: Bioanalytické metody. Vysoká 
škola chemicko – technologická, Praha, 3. vydání, 2001. 254 s. ISBN 01-303-21/01 
[43] WARD, P., ROY, D.: Rewiew of molecular methods for identification, 
characterization and detection of bifidobacteria.  2005. Lait. 85: 23 – 32. 
[44] Balogová, P. : Identifikace bakteií mléčného kvašení v probiotických preparátech 
(tablet) s využitím amplifikačních metod. Vysoké učení technické, Fakulta chemická, 
Brno, 2008. 35 s. Vedoucí bakalářské práce doc. RNDr. Alena Španová, CSc 
[45] ROSYPAL, S.: Úvod do molekulární biologie – Díl první. Nakladatelství Rosypal, 
Brno, 2006. 288S. ISBN 80-902562-5-2. 
[46] SAMBROOK, J., RUSSEL, D. W.: Molecular cloning: A laboratory manual (II). 
2001, 3rd ed. Cold Spring Laboratory Harbor Press, New York. 
[47] PETROVÁ, K.: Identifikace bakterií mléčného kvašení v mléčných výrobcích 
s využitím metod amplifikace DNA. Masarykova unierzita, Přírodovědecká fakulta, 
Brno, 2004. 116 s. Vedoucí diplomové práce doc. RNDr. Španová A. CSc. 
[48] BIORON: Short introduction in Polymerase-Chain-Reaction (PCR). [online] 
Dostupný z www: http:// www.bioron.net.com, [cit. 2.5.2009]. 
[49] BRUCE, A., BRAY, D., JOHNSON, A., LEWIS, J., RAFF, M., ROBERTS, K., 
WALTER, P.: Základy buněčné teorie (Essential Cell Biology). Ústí nad Labem, 
Espero Publishing, s.r.o., 1998. 630 s. ISBN 80-902906-0-4. 
[50] IMPLEN GmbH: NanoPhotometer – user manual. Verze 1.1, Munich, Germany, 60 s. 
 106 
[51] QUA QUICK: PCR purification - QUI quick purification Kit Protocol. QIAquick Spin 
Handbook, 2008. 19 s. 
[52] DUBERNET, S., DESMASURES, N., GUEGÉN, M.,: A PCR – based method  
for identification of lactobacilli at the genus level. 2002. FEEMS Misrobiology letters, 
214 – 275. 
[53] HAARMAN, M., KNOL, J.: Qantitative Real – timePCR analysis of Fecal 
Lactobacillus species in infants Receiving a prebiotic infant formula. 2006. Applied 
and Enviromental Microbiology 72: 2359 – 2365. 
[54] TERRADE, N., NOEL, R., COUIILLAUD, R.: A new chemically defined medium  
for wine lactic acid bacteria. 2009. Food Research International 42: 363-367. 
[55] HOLMBERG, A., BLOMSTERGEN, A., NORD, O., LAKACS, M., LUNDEBERG, 
J., UHLÉN, M.: The biotin – streptavidin interaction can be reversibly broken water 
at elevanted temperatures. 2005. Electrophoresis 26: 501 – 510. 
 
 
107 
9 SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK A SYMBOLŮ 
 
ADP  adenosin-5´-difosfát 
ATP  adenosin-5´-trifosfát  
BMK  bakterie mléčného kvašení 
bp   pár bází (base pair) 
CCDM  z angl. Culture Collection of Dairy Microorganisms 
ČSN  označení české státní normy 
dATP  deoxyadenintrifosfát 
dCTP  deoxycytosintrifosfát 
dGTP  deoxyguanintrifosfát 
dH2O  deionizovaná voda 
ds DNA  dvouřetězcová DNA  
dTTP  deoxythimintrifosfát 
ELISA  z angl. Enzyme – Linked Immuno Sorent Assay 
EMP  Embdensovo – Meyerhofovo – Parnasovo schéma 
G + C   guanin + cytosin  
HL   hrubý lyzát 
Ig   imunoglobulin 
KTJ  kolonie tvořící jednotky 
Lb.   Lactobacillus 
MPG  z angl. Magnetic Porous Glass 
NAD+  nikotinamidadenindinukleotid 
NADH + H+ redukovaná forma nikotinamidadenindinukleotidu 
NK   negativní kontrola 
ON´  přes noc (over night) 
P(GMA)  poly(glycidyl metacrylate) 
PCR  polymerázová řetězová reakce 
PEG  poly(ethylen glykol) 
Pi   anorganický fosfát 
PK   pozitivní kontrola 
PPP master mix Taq – Purple DNA Polymerasa PCR Master Mix  
PVA  poly(vinyl alkohol)  
S.   Streptococcus 
ss DNA  jednořetězcová DNA 
STV  streptavidin 
subsp.  subspecies 
sup.   supernatant (kapalná fáze) 
TGF – β  transformující růstový faktor 
Tm   teplota tání primerů 
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PŘÍLOHA 1: Definice doplňků stravy 
 
1. Zákon o potravinách a tabákových výrobcích č. 110/1997 Sb. v platném znění: 
  
§ 2 
Základní pojmy 
 
Pro účely tohoto zákona se rozumí: 
i) doplňkem stravy potravina, jejímž účelem je doplňovat běžnou stravu a která  
je koncentrovaným zdrojem vitamínů a minerálních látek nebo dalších látek s nutričním  
nebo fyziologickým účinkem, obsažených v potravině samostatně nebo v kombinaci,  
určená k přímé spotřebě v malých odměřených množstvích. 
 
 
2. Směrnice Evropského parlamentu a Rady 2002/46/EC ze dne 10. června 2002  
o přibližování legislativy členských států týkající se doplňků stravy. 
 
Článek 2  
 
Pro účely této směrnice se rozumí: 
a) "doplňky stravy" potraviny, jejichž účelem je doplňovat běžnou stravu a které jsou 
koncentrovanými zdroji živin nebo jiných látek s výživovým nebo fyziologickým účinkem, 
samostatně nebo v kombinaci, jsou uváděny na trh ve formě dávek, a to ve formě tobolek, 
pastilek, tablet, pilulek a v jiných podobných formách, dále ve formě sypké, jako kapalina  
v ampulích, v lahvičkách s kapátkem a v jiných podobných formách kapalných nebo sypkých 
výrobků určených k příjmu v malých odměřených množstvích. 
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PŘÍLOHA 2: Specifikace magnetických nosičů MPG® Streptavidin. 
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PŘÍLOHA 3: Výsledky prezentované v této diplomové práci byly publikovány ve formě 
abstraktu a posteru na vědecké konferenci:  
 
XIII. Setkání biochemiků a molekulárních biologů, 14. - 15. dubna 2009 v Brně 
 
 
